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S~NDROME DE H I P E ~ ~ C I ~ OVARICA
El síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO) es una complicación iatrogénica de los
tratamientos que se emplean en las técnicas de reproducción asistida (TRA). Todavía
hoy, los mecanismos fisiopatológicos que desencadenan el síndrome resultan
desconocidos. La identificación de pacienks en riesgo y la puesta en m b a de diversas
medidas de prevención pueden ayudarnos a evitar esta grave complicación. El manejo
adecuado del SHO tiene implicaciones importantes para evitar la morbilidad grave e
incluso la muerte asociada con las formas más severas de este síndrome,
Entre el 0.1% al 2% de las pacientes desarrollan formas severas del SHO [1], pero la
expansión de las TRA ha provocado un incremento de los casos en todo el mundo. El
SHO se produce como consecuencia de la administración exógena de citrato de
clomifeno o gonadotropinas para la inducción de la ovulación. Estos tratamientos
reanudan la ovulación en pacientes anovuladoras a través de la inducción farmacológica
de dos o tres folículos. Pero el SHO se desarrolla más frecuentemente en la
hiperestimulación ovárica controlada de pacientes sometidas a TRA. Con este
tratamiento se pretende incrementar la cohorte de folículos que alcanzan la maduración
en mujeres normovuladoras. Sin embargo, algunas formas de SHO tienen un origen
diferente a la estimulación exógena con gonadotropinas. Esto puede ocurrir en aquellas
situaciones en las que existe un estímulo ovárico endógeno, por ejemplo:
1) En mujeres gestantes con síndrome de ovario poliquístico (SOP), más sensibles
al estímulo endógeno de las gonadotropinas, probablemente potenciado por
ciertas citoquinas y factores de crecimiento [2].
2) En gestaciones que presentan niveles altos de gonadotropina coriónica humana
(hCG) como la enfermedad trofoblástica [3,4].
3) En pacientes con hipotiroidismo primario sometidas al estímulo de niveles
elevados de h a m c m mtbhte del t i d e s (TSw sobre el receptor de lii
hormona folículo estimulante (FSH), que puede contribuir a la hiperestimulación
espontánea [5,6].
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4) Los adenomas gonadotropos pueden inducir la secreción de FSH y hormona
luteinizante (LH), y en consecuencia elevar los niveles de estradiol y aumentar el
tamaño de los ovarios, pero normalmente no se acompaña de ascitis [7, 8,9].
Todos estos cuadros clínicos ilustran como el estímulo de las gonadotropinas es esencial
en el mecanismo fisiopatológico del SHO.
El SHO es autolimitado en el tiempo, ya que con la luteólisis y llegada de la
menstruación el síndrome desaparece. Aunque desconocemos con exactitud su
fisiopatología, sabemos que se relaciona con la liberación de sustancias vasoactivas que
actúan sobre las células endoteliales, aumentando la permeabilidad capilar sistémica y
produciendo un exudado masivo rico en proteínas que crea un tercer espacio. Se observa
edema, ascitis, derrame pleural y pericárdico, desequilibrio hidroelectrolítico
(hiponatremia e hiperealceinia), depleción intravascular, hemoconeentración,
fenómenos tromboembólicos y afectación de los órganos sensibles a la hipovolemia que
puede llegar a poner en peligro la vida de la paciente [10].
1. ETIOLOGÍA
La etiología del SHO es todavía desconocida. Existen múltiples variables relacionadas
directamente con este síndrome, pero es la hCG, tanto exógena como endógena
(enfermedad trofoblástica, embarazo múltiple), el factor desencadenante del SHO. La
no administración de la hCG evita el SHO y la administración de progesterona, como
soporte de la fase lútea en lugar de la hCG, ha disminuido la incidencia del SHO,
manteniendo buenas tasas de gestación [11, 12]. Si la hCG se emplea para el soporte de
la fase lútea, el riesgo de SHO aumenta.
Exbm &ig parmes difercnta en el .Mi0 dcl SHO: t e m a - , que se inicia entre los
3 a 7 días después de la administración de hCG y el tardío, de 12 a 17 días tras la
i&mwhcib . . & hCG. Esto sugiure que puedeai existir dw mecaatsmos para la
inducción del SHO:
- El SHO temprano se produce por el efecto de la hCG exógena empleada para
inducir la ovulación, y puede aparecer en pacientes que no consiguen gestación.
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El SHO tardío se produce por la hCG endógena procedente del
sincitiotrofoblasto de la gestación. Este síndrome se resuelve si la gestación se
interrumpe, lo que apoya la hipótesis de la hCG endógena. Es raro que un SHO
tardío se presente de manera primaria; es más frecuente que lo haga
complicando un síndrome temprano, por lo que algunos grupos se han planteado
que se trata de una misma enfermedad con dos fases; la primera dependiente de
la hCG ovulatoria y la segunda de la hCG producida por el trofoblasto.
Parece claro que ciertas sustancias sintetizadas en exceso por el ovario durante la
inducción de la ovulación inician una cascada de eventos que producen este síndrome.
Las investigaciones más recientes señalan a determinadas sustancias vasoactivas,
porque son los cambios vasculares los que inician y mantienen los síntomas y signos
que caracterizan al sindrome de hiperestimulación. De este modo, la hCG puede inducir
la liberación de un mediador con efecto directo y potente sobre el sistema vascular,
responsable final de la fisiopatología y consecuencias clínicas del SHO [13],
2. FISIOPATOLOGÍA
2.1. ESTRADIOL
Li elevaci6n del c r W o i &rico ha sido implicada como fscmr dccsenc&nmt~ del
arisrnclato do la permeabilidad capilar. A u m p las concentraciones altas de esbacb~l son
ahpw8s de aumentar h peJmeribiliW capilar en el útero y los ovarios, 6 - no puede se)
el %&m meúbdw de h bCO, ya que Iw dosis elevadas de estiadio1 por si mi9nm n9
son cagtami de indacu. el SHO 1141.
En la clínica se observa que cuando los niveles de estradiol son elevados, si no se
administra hCG, generalmente no se observa síndrome de hiperestimulación. Además,
en pacientes con niveles bajos de estradiol secundario a un déficit enzimático (Ej., la
deficiencia de la enzima 17,20 desmolasa [15]) se diagnostica el síndrome de
hiperestimulación con ascitis, lo que demuestra la hipótesis de que el estradiol no es el
único mediador de la hCG.
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La hiperestrogenemia podría contribuir al establecimiento de un estado de
hipercoagulabilidad y trombogénesis, pero el estradiol no produce aumento de la
permeabilidad vascular como demostraron Albert et al [16]. El estradiol tampoco está
directamente implicado como factor de riesgo independiente en la fisiología del
síndrome.
Lm niveles elevado6i de estradiol en @ w m con a v h o m s gomdotropos son
smmdwhti a la samci6n de LH y FSH [7, 8, 9]. En estas pacientes se observan los
o w b s ~ ~ de btmflo, pera no se desencadenan ni ascitis ni otra
& ~ f o g i a típica del aumento de b permeabilidad capilar, lo que c o n h que el
ahdiol timado de fomia aisfads no induce el desmilo del SHO.
2.2. HISTAMINAS
Como resultado de los trabajos de Knox et al [17], se postuló que las histaminas eran
posibles mediadores de la hCG. Trabajos posteriores han mostrado que no hay ningún
efecto beneficioso al usar bloqueantes de los receptores Hl, descartando el papel de la
serotonina en la patogénesis del SHO [18].
2.3. PROSTAGLANDINAS
El papa1 de atas sasmcias como d d e r m t e s del síndrome de hipmstiniulaci611
todavía no ba sido demoslmdo. Se han detectado niveles elevados de pmstagia~dinas ya
que el ~stradiot y la mgiotensina II ( M ) , gue LW encuentran e l e h en el SHO,
estimulan su producción. La administración de indometacina (inhibidor de la síntesis de
p m s t a g l ~ ~ ) m mejora 1 . sfnomar de las pacientes con sindrume de
k i p e m ~ 6 a severo [19]. Los pmmtdores resultados obtenidos en cúnejos no se
han confirmado en los ensayos realizados en humanos [20]. Además, su empleo
aumenta el riesgo de un fallo renal severo al intervenir sobre la hemodinámica renal
[10]. Balasch et al[2\\ ya demostraron que en las pacientes hiperestimuladas se observa
un m b en la a & 6 n u r h h de pstaglsndinas, con el objetivo de ~~tagonizar
los sistemas de vasoconstricción que se ponen en marcha durante el SHO.
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2.4. SISTEMA REMNA-ANGIOTENSINA OVÁRICO
Este sistema juega un papel en la fisiología ovárica. Junto a otros reguladores
intraováricos, la AII participa en la modulación de la esteroidogénesis durante la
foliculogénesis y atresia, y en el proceso complejo de la maduración ovocitaria y la
ovulación [22]. Las propiedades vasoactivas de la AII, la detección de AII en el líquido
folicular y el incremento de la concentración en respuesta a la administración exógena
de hCG convierten a este sistema en uno de los posibles desencadenantes del síndrome
de hiperestimulación [22,23].
La reciente descripción de niveles elevados de renina y aldosterona durante el SHO
espontáneo, apoyan el papel de este sistema en la patogénesis del SHO [24]. Navot et
al [25] demostraron que existía una correlación directa entre la actividad plasmática de
la renina y el grado de severidad del SHO. Estos niveles elevados de renina y AII en
plasma y en líquido ascítico de estas pacientes parecen tener un origen ovárico.
Recientemente, se ha demostrado en conejos que los inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina disminuyen un 40% la incidencia de SHO. por tanto,
confirman la participación de este sistema en la fisiopatología del SHO [26]. Ando et ai
[27] observaron que el tratamiento de cuatro pacientes, con riesgo de hiperestimulación,
con un inhibidor de la enzima convertidora de la angiotensina junto a un bloqueante del
receptor de la AII consiguió que no desarrollasen ascitis y normalizó parámetros
plasmáticos como el hematocrito.
2.5. FACTOR DE CRECIMIENTO DEL ENDOTELIO VASCULAR (VEGF)
El VEGF es la citoquina que hasta ahora muestra mayor relevancia como mediador del
SHO. El VBaP a una cirogumi mgiogQUca que estimula el crecimiento del endoteb
y ejerce un papel importante en el desarrollo y maduración folicular, en la función del
cuerpo lúteo y en la angiogénesis ovárica [28]. El receptor del VEGF incrementa la
permeabilidad capilar y favorece la salida de líquido rico en proteínas al tercer espacto.
También induce la proliferación de las células endoteliales y la angiogénesis in vivo,
Levin et al [29] observaron que los niveles de VEGF en líquido folicular se
correlacionaban con el número de ovocitos recuperados en cada paciente. Además, este
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líquido folicular estimulaba la permeabilidad vascular que podía ser inhibida con
anticuerpos anti-VEGF. Estos autores proponen que el VEGF es el factor responsable
del incremento de la permeabilidad en el SHO. También se ha demostrado que el VEGF
aumenta su secreción tras el estímulo de la hCG, sugiriendo el papel que ejerce la hCG /
LH sobre las células de la granulosa luteinizadas en la síntesis y secreción de VEGF
[30]. Las diferencias interindividuales observadas en la expresión de VEGF por las
células de la granulosa, puede explicar por qué no todas las pacientes sometidas a
estimulación ovárica desarrollan el SHO.
Balasch et al [31] demostraron en pacientes sometidas a FIV por causa masculina, una
mayor concentración de VEGF y adrenomedulina en el liquido folicular, obtenido el día
de la punción, que en el plasma recogido ese mismo día. Además, comprobaron que
tanto los macrófagos foliculares como las células de la granulosa luteinizadas eran
capaces de secretar activamente tanto VEGF como adrenomedulina hasta 48 horas
después de la punción.
Todas aquellas sustancias vasoactivas responsables de SHO temprano deben secretarse en
respuesta a la hCG y su concentración incrementarse al menos 36 horas después de la
administración de la hCG. Pellicer et al [13] estudiaron la concentración de VEGF en
suero y líquido folicular de pacientes sometidas a estimulación ovárica y observaron que
los niveles séricos estaban aumentados en pacientes que desarrollaron SHO. Sin embargo,
en el líquido folicular las concentraciones de VEGF disminuyeron, lo que sugiere que el
ovario quizás no es el único responsable en el inicio del síndrome de hiperestimulación.
Gómez et al [32] emplearon un modelo in vivo con ratas y demostraron que el VEGF es
producido, expresado y secretado en el ovario y está implicado en el aumento de la
permeabilidad vascular, en respuesta a la administración de hCG. Los animales
ovariectomizados tratados con gonadotropinas y hCG no mostraron cambios en la
permeabilidad vascular, demostrando el papel crucial del ovario en el desarrollo del
SHO. Tras la unión de un inhibidor sintético (SU5416) al receptor-2 del VEGF se
observó la remisión de los síntomas vasculares desencadenados por la hCG. Esto puede
plantear nuevas estrategias para la prevención y tratamiento de este síndrome. Estos
mismos autores demostraron posteriormente, con el mismo modelo animal in vivo, que
los tratamientos de estimulación ovárica aumentan la expresión del ARNm del VEGF y
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del receptor-2 del VEGF. Este incremento se observó en las células de la granulosa
luteinizadas y en el endotelio de! cuerpo lúteo y podrían explicar el aumento de la
permeabilidad vascular y la acumulación de líquido ascítico observadas en las pacientes
con SHO [33].
El VEGF ejerce su acción a través de la modificación del citoesqueleto, alterando el
contomo celular y las uniones intercelulares. El empleo de anticuerpos específicos
previene los cambios inducidos por la hCG y las modificaciones producidas en los
filamentos de actina observados mediante microscopía confocal.
Las observaciones clínicas muestran que no todas las pacientes con alta respuesta
desarrollan el SHO y los valores séricos absolutos de VEGF no tienen valor predictivo
como marcador de desarrollo de SHO en pacientes con riesgo. Verheul et al [34]
observaron que la concentración de VEGF en suero es entre 5 a 8 veces mayor que la
concentración en plasma. La activación de las plaquetas incrementa los niveles de
VEGF en suero hasta 10 veces. Estos resultados demuestran que el VEGF es liberado
por las plaquetas durante la preparación del suero y los niveles de VEGF deberían ser
medidos en plasma y no en suero.
Esta variabilidad interindividual también puede deberse a la unión del VEGF con su
neopor & & k (sjlEGI;R-1) o O la a2 macrog~obul~. Esta6 dos mo~éculas a c b
b w k w a ~ , como & b i d - naturales de Las acciones del WGF, al obligar que
mucho ligando activo se una a ellas y no a los receptores celulares. El sVEGFR-1 tiene
una gran afinidad por el VEGF, de manera que no se detectan moléculas de VEGF
activas en sangre ni en líquido folicular [35,36].
2.6. INTERLEUQUINAS (IL)
La IL-6 se encuentra elevada en las pacientes que desarrollan SHO y su secreción
depende del estímulo de la hCG / LH. Esta elevación no depende de los macrófagos
peritoneales, pero sí de los macrófagos foliculares [37].
Los experimentos in vitro, sobre células endoteliales, demuestran como la hCG estimula
una respuesta rápida del VEGF (3 horas), mientras que la IL-6 precisa un estímulo mas
largo (48 horas), como publicaron Albert et al [16].
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Pellicer eí al [15] estudiaron los cambios en la concentración de IL-6 antes y después de
la administración de hCG y no encontraron diferencias significativas. Sí se observó que
los niveles de IL-6 eran más altos en aquellas pacientes con factores de riesgo para
desarrollar SHO. Aunque la concentración sérica de IL-6 puede servir de marcador para
el SHO, no resulta útil en la clinica, ya que la IL-6 se eleva después de administrar la
hCG. Por tanto, se ha sugerido que el VEGF puede ser un mediador de la hCG en el
árbol vascular, provocando una respuesta sistémica rápida y posteriormente la IL-6
perpetua el círculo, que así se mantiene en el tiempo.
Se ha demostrado que las células de la granulosa de un subgrupo de pacientes producen
concentraciones elevadas de IL-2 en respuesta a la hCG [38]. Esto viene apoyado por
las siguientes evidencias:
- El líquido folicular presenta concentraciones elevadas de IL-2 en el momento de
la punción folicular.
- La hCG estimula la producción de IL-2 en las células de la granulosa y ese
estímulo es dosis-respuesta dependiente.
- La IL-2 es capaz de aumentar la permeabilidad vascular.
La IL-8 es un factor activador de los granulocitos y las células T y ha sido estudiada en el
liquido ascitico y suero de pacientes con SHO. La IL-8 interviene durante la respuesta aguda,
favoreciendo la migración transendotelial de los neutrófilos a la cavidad peritoneal [39].
Se ha demostrado una correlación negativa entre la concentración de IL-10 y el número
de folículos presentes en el momento de la punción folicular. Estos niveles disminuidos
de LIQ ai pgindpio de la estimuiacib pueda e#pliw la respuesta inmune de las
células T helper tipo-1 y los fenómenos inflamatorios secundarios en el SHO [40].
Barak et al [41] y Gutman et al [42] comprobaron recientemente que las pacientes con
SHO presentan concentraciones significativamente más elevadas de IL-18 en suero, en
líquido peritoneal y en el derrame pleural. Esta elevación se produce tras la
administración de hCG, por tanto no sería útil como marcador predictivo de SHO.
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2.7. ANG10GENINA
Este polipéptido es un potente inductor de neovascularización, jugando un importante
papel en la neovascularización del feto y en el proceso de cicatrización. La
determinación sérica en las pacientes que desarrollan SHO se incrementa 40 veces
respecto a las pacientes que no lo desarrollan, y en liquido ascítico aumenta 10 veces en
las pacientes hiperestimuladas [43]. Es posible que la angiogenina también sea
responsable del incremento en la permeabilidad vascular.
2.8. ENDOTELINA-1
El péptido derivado de! endotelio, conocido como endotelina-1, es un potente
vasoconstrictor que incrementa la penneabilidad vascular. En pacientes sometidas a
estimulación ovárica controlada, los niveles de endotelina-1 en líquido folicular son
entre 100 a 300 veces superiores a los niveles detectados en plasma [44].
Las concentraciones de endotetina-1 se elevan en paralelo con otros factores
vasoactivos, como la norepinefrina, la hormona antidiurética, el péptido atrial
natriurético, y el sistema renina-angiotensina. Todos ellos representan la respuesta
sistémica capaz de mantener la presión sanguínea en estas pacientes [23].
2.9. INSULINA
Las pacientes con SOP e hiperinsulinémicas desarrollan con frecuencia SHO [45]. Esto
pudiera estar causado por el efecto que produce la insulina sobre la actividad aromatasa
de las células de la granulosa. Recientemente, se ha investigado si las pacientes que
desarrollan un SHO tienen mayor prevalencia de hiperinsulinismo, no demostrando este
hecho, por lo cual se cuestiona el papel aislado de la insulina en el desarrollo del SI 10
[46,47].
2.10. SISTEMA KININA-KALICREINA OVÁRICO
El bloqueo de este sistema con diferentes inhibidores y antagonistas reduce la
permeabilidad capilar en ratas [48]. El tratamiento con mifepristona reduce la
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concentración ovárica de kinina tras la administración de hCG. Este sistema juega un
papel importante en el aumento de la permeabilidad capilar mediado por progesterona
en ratas.
11. FACTOR VON ~ ~
La hipercoagulabilidad y los fenómenos tromboembólicos son complicaciones graves
d SHO y se recomienda h profilaxis con h p a m a de bajo peso molecuk en estos
casos [49]. F d m g m ei d [SO] M) recomiendan la investigacibn de marcadores de.
smboñha previa a un ciclo de TRA ya que han demostrado que esta recomendación no
es wetc-beneficio ektiva, Ogawa el uE [Sl] han observado concenbsaciones séricas
e v a b del fiictor von Willebmd en pacientes que han desarrollado SHO m e pero
no & 101 casos mudados. Esto pOrma permitir plmcar un üatamiento profiláctico de
este síndrome.
2.12. MOLÉCULAS DE ADHERENCIA ENDOTELIAL
Se han estudiado tres moléculas de adherencia endotelial: la selectina-E, la molécula de
adhesión celular vascular-1 (vascular cell adhesión molecule-I, VCAM-1) y la
molécula de adhesión intercelular-1 (interceHular adhesión molecule-!, ICAM-l). Las
tres se m t n m&vwhs a el suero y liquido awitico de pacientes con SHO grave.
Los niveles de la fracción soluble de la selectina-E y de la 1CAM-1 se correlacionan
con la clínica y los aspectos biológicos del SHO. La migración transendotelial de los
leucocitos y el daño tisular causado por el aumento de la permeabilidad capilar pueden
estar relacionados con la alteración de estas moléculas de adhesión celular [52, 53],
2.13. LEPTINA
La leptina es una proteína de 16 kDa secretada por el tejido adiposo blanco y su
concentración sérica refleja el estado de nutrición y las reservas energéticas. Ayustawati
et a! [54] observaron que las pacientes que desarrollaban SHO y conseguían gestación
presentaron concentraciones séricas de leptina significativamente menores que aquellas
pacientes sometidas a FIV que no gestaron y no se hiperestimularon. Se desconoce el
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significado de estos resultados y probablemente la disminución se deba al paso de la
leptina al tercer espacio.
3. CAMBIOS HEMODINÁMICOS
Durante el SHO se observa hipovolemia y hemoconcentración secundarias a la
vasodilatación arterial periférica y al aumento de la permeabilidad capilar [207].
Solo el 2% de las pacientes sometidas a ciclos de estimulación o%rárica desarrolla SHO
[1], y los cambios circulatorios más acentuados sólo producen síntomas en pacientes
con graves alteraciones en la circulación, pacientes previamente predispuestas o
aquellas con peores condiciones básales previas al tratamiento de estimulación. Manau
et ai [55] observaron que la estimulación máxima del sistema renina-angiotensina-
aldosterona y del sistema nervioso simpático se produce siete días después de la
administración de hCG y permanecen elevados hasta once días después de la inducción
de la ovulación. Estos cambios circulatorios son característicos del proceso de
luteinización y aparecen durante la fase lútea incluso en pacientes asintomáticas
sometidas a ciclos de estimulación ovárica [56].
Los factores responsables del aumento de la permeabilidad son desconocidos. Muchas
sustancias han sido propuestas como mediadores, principalmente el VEGF y las IL,
como acabamos de ver. Su papel en la patogénesis del SHO no está del todo claro, pero
la hipovolemia secundaria a la ascitis y al derrame pleural disminuye la perfusión renal
produciendo oliguria. En los casos más extremos, la presión oncórica disminuye, se
produce acumulación de proteínas en el tercer espacio, shock hipovolémico, fallo renal
y síndrome de distrés respiratorio.
La hemoconcentración producida por el paso de líquidos al tercer espacio incrementa la
viscosidad sanguínea y se observa un aumento en el recuento de proteínas y plaquetas
secundarios al estrés generalizado y al aumento de las citoquinas tras el estímulo de la
hCG. Estos dos factores favorecen los fenómenos tromboembólioos. Balasen et al [57]
investigaron la actividad procoagulante de los monocitos, ya que demostraron que la
concentración plasmática de su factor tisular de expresión, que favorece la coagulación,
está incrementada en las pacientes SHO grave. ,ÉRS'D*O
AUTf
M '
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La vasodilatación arterial periférica aumenta el espacio intravascular y favorece la
hipotensión. Esta hipotensión pone en marcha una serie de mecanismos de
compensación aumentando la secreción de hormona antidiurética y favoreciendo el
sistema renina-angiotensina-aldosterona que secundariamente retiene agua y sodio.
También aumenta la secreción de norepinefrina que favorece la vasoconstricción en las
arteriolas periféricas. Balasen el al [23] postularon que la vasodilatación arterial no es la
consecuencia del síndrome sino la causa. Esta disíunción circulatoria activa las
sustancias vasoconstrictoras, produciendo la retención de agua y sodio. Cuando todos
estos sistemas continuamente activados no compensan la hipotensión y la
vasodilatación, se favorece el paso de fluidos hacia la cavidad abdominal y pleural
La mejor manera de detener esta vasodilatación consiste en impedir la retención de
sodio, mediante fármacos natriuréticos como la furosemida.
Las medidas terapéuticas que se emplean para estas pacientes deben incluir los
siguientes pasos:
- Correcta expansión del volumen plasmático que permita garantizar un volumen
arterial efectivo.
El hidrotórax y la ascitis que comprometan la fiinción pulmonar deben ser
aspirados.
Emplear albúmina que nos permite corregir el déficit de proteínas en el
compartimento intravascular. Las proteínas tienen una vida media más larga que
otros expansores de volumen.
- Corregir el balance electrolítico.
- Evaluar el riesgo de fenómenos tromboembólicos y de fallo renal, valorando la
profilaxis con heparina de bajo peso molecular.
4. ORIGEN DE LA ASCITIS
El origen de la ascitis en el síndrome de hiperestimulación no es del todo conocido. Se
desconoce si el origen es ovárico, peritoneal o sistémico. En mujeres con ciclos
regulares, el volumen de líquido peritoneal se correlaciona con la actividad ovárica,
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siendo muy escaso en mujeres posmenopáusieas, usuarias de anticoncepción hormonal
y en varones. Schenker et al [58] demostraron mediante el empleo de un colorante, que
el incremento en la permeabilidad capilar a nivel de los ovarios es el responsable de la
ascitis. Otros autores apoyaron esta hipótesis, dado el alto contenido en hormonas como
estradiol, progesterona y íestosterona que se pueden determinar en ei líquido ascítico en
comparación con el suero de esas pacientes [59]. Sin embargo, Yarali et al [60]
extraperitonealizaron los ovarios de conejos en una localización subcutánea y no
observaron disminución en el volumen del líquido ascítico tras inducir el desarrollo de
un síndrome de hiperestimulación. Este estudio sugiere un origen peritoneal y no
oválico, indicando que el paso a través de la serosa extraovárica es el principal
responsable de la ascitis.
Pellicer et al [13] demostraron que la ascitis es una respuesta del sistema vascular a un
mediador. El mediador de la hCG en el endotelio vascular puede ser el VEGF, ya que
sus niveles en plasma se elevan rápidamente tras la administración de hCG, en pacientes
con nesgo de desarrollar un SHO. Esta rápida respuesta sistemica después se perpetúa
por el incremento de otras moléculas como la IL-6 y diversos esferoides gonadales tras
el estímulo crónico de la hCG o incluso del VEGF.
Balasch et a! [23] apoyan mas el origen de la ascitis en las alteraciones hemodinámicas
que se producen en el SHO. La vasodilatación periférica produce una disfunción
circulatoria que activa los sistemas endógenos de vasoconstricción y retención de agua y
sodio. Por tanto, la retención de agua y sodio son la causa de la ascitis y no la
consecuencia de ésta.
5. MANIFESTACIONES CLÍNICAS Y CLASIFICACIÓN DEL SHO
Ls & c i h de ¡a sintomitollogia c h c a puede obscivsr<se desde el fuial Q; la
aithmtaci6m ovBaica par la alta respuesta & c a con aumento del volmnm de los
ovarios (incomodidad para hacer vida normal, dificultad para dormir). Pasadas 48 horas
dmpu68 de Ir rdminirtncitm de hCG pueden aparecer los primeros sinomas, entre e l la
náuseas, vómitos y dolor abdominal que progresan de forma rápida en los primeros días
t n la h q h c f i 6 - , 1 l a d a su mayor gravediid a los 7-10 días. Este es el
tiempo necesario para que la acumulación de ascitis cause una importante distensión
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abdominal y oliguria, con aumento de peso y del perímetro abdominal. Puede aparecer
derrame pleural, que secundariamente produce disnea, por la movilización dolorosa del
diafragma, Si hay embarazo, la sintomatobgía se agrava por la hCG secretada por el
sincitiotrofoblasto. Es poco frecuente encontrar síndromes graves sin que exista
gestación, pero pueden presentarse, en cuyo caso, su duración es menor.
Se han propuesto diferentes clasificaciones desde que Rabau publicó la suya en 1967,
seguida por las de Schenker y Weinstein en 1978 [61], Golan et al en 1989 [62], Navot
et ai 1992 [1] y la de Rizak y Aboulghar en 1999. La más utilizada es la de Golan et al
162] que incorpora síntomas, signos, hallazgos de laboratorio y ecográficos (tabla I). La
clasificación original [61] ha sufrido varias modificaciones [1] y actualmente el SHO se
clasifica en cuatro estados según el nivel de gravedad: leve, moderado, grave y el último
estado, critico, que amenaza la vida de la paciente.
Tabla I. Estadios del síndrome de hiperestimulación oválica.
Leve
Moderado
Grave
Crítico
Estradiol sérico elevado
Ovarios menores de 5 cm
Distensión abdominal
Náuseas, vómitos o diarrea
Tamaño ovárico entre 5-12 cm
Ascitis (hidrotórax / derrame pericardio?)
Disfunción renal
Oliguria < 600 mL/24 horas
Niveles de creatimna 1.0-1.5 mg/dL
Aclaramiento de creatinina > 50 mL/min
Hematocríto > 45%
Leucocitosis > 15000
Ascitis a tensión con hidrotórax y derrame pericárdico
Hematocrito > 55%
Leucocitosis > 25000
Disfuncion renal grave
Oligoanuria < 100 mL/24 horas
Niveles de creatinina > 1.6 mg/dL
Aclaramiento de creatinina < 50 mL/min
Distrés respiratorio del adulto
Fenómenos tromboembólicos
El SHO leve se caracteriza por niveles de estradiol y progesterona elevados y ovarios
ligeramente aumentados de tamaño (< 5 cm).
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El SHO moderado, además de los cambios hormonales ya descritos, la paciente
presenta distensión y dolor abdominal, náuseas y/o vómitos, y/o diarrea, con un
diámetro ovárico entre 5 y 12 cm.
El SHO grave se caracteriza por un diámeíro ovárico mayor de 12 cm, ascitis,
hidrotórax [63] e incluso derrame pericárdico. Se observa ganancia de peso e
inestabilidad hemodinámica, caracterizada por hipotensión ortostática y taquicardia
además de dificultad respiratoria y taquipnea. La función renal también se afecta,
observando < 600 mi de orina / 24 horas, niveles plasmáticos de creatinina entre 1.0-1.5
mg/dL, y aclaramiento de creatinina > 50 ml/min. Se observa hemoconcentración con
hematocrito > 45% y leucocitosis > 15000. El hematocrito es el parámetro que mejor se
correlaciona con las concentraciones plasmáticas de sustancias vasoactivas corno la
aldosterona, la norepinefrina, la hormona antidiurética y la actividad plasmática de la
renina, como demostraron Fabregues et a! [64].
En el SHO crítico, que amenaza la vida de la paciente, se observa un abdomen a
tensión, hidrotórax y derrame pleural, hemoconcentración severa con
hematocrito > 55%, leucocitosis > 25000 y fallo renal con oligoanuria, creatinina
plasmática > 1.6 mg/dL y aclaramiento de creatinina < 50 mL/min. En estos casos se ha
descrito la aparición del síndrome de distrés respiratorio del adulto y fenómenos
tromboembólicos.
Las formas leves y moderadas pueden ser tratadas mediante tratamiento ambulatorio,
pero las formas severas y críticas deben ingresar en una unidad de cuidados intensivos
dada la gravedad de estas pacientes.
Abramov et al [65] recogieron las manifestaciones clínicas de 209 pacientes que fueron
diagnosticadas de un SHO grave, en un estudio multicéntrico durante 10 años. Las
pacientes presentaron disnea (92%), dolor abdominal relacionado con la ascitis (99%),
molestias gastrointestinales (54%), disminución en la producción de orina (30%),
edemas (13%), irritación peritoneal (6%), disminución en la ventilación pulmonar y
atelectasias (4%), síndrome de distrés respiratorio del adulto como consecuencia de una
hidratación masiva (2%), embolismo pulmonar (2%) y fallo renal agudo (1%).
Se debe tener en cuenta que el tamaño de los ovarios no siempre permite una correcta
clasificación del grado de afectación de la paciente, debido a la aspiración del líquido
folicular y a la hemorragia secundaria que se produce. La clasificación se debe basar en
la sintomatología de la paciente y en los datos de laboratorio obtenidos [1],
El tromboembolismo es la manifestación más peligrosa del SHO [66]. El riesgo está
aumentado por la hemoconcentración [67], la disminución del flujo periférico y la
inactividad secundaria a la distensión abdominal y al dolor. En la mayoría de los casos su
origen es venoso (75%) (venas profundas, vena yugular interna, vena subclavia, vena
cava inferior), en el resto son trombosis arteriales (25%) (arteria cerebral media, arteria
cerebral anterior, arteria carótida interna, arteria vertebral, arteria humeral, arteria femoral,
arteria mesente'rica, aorta o arteria subclavia). Fabregues et al [50] demostraron
recientemente que la prevalencia de marcadores de trombofília no esta aumentada en las
pacientes que desarrollan SHO grave. Por tanto, a pesar de que los fenómenos
trombóticos constituyen una complicación grave de este síndrome, no se ha demostrado
que sea coste efectivo la investigación de la resistencia a la proteína C activada (y
postenormente estudiar la mutación del factor V de Leiden) ni de la mutación del gen
G2021OA de la protrombina en toda la población que se somete a un ciclo de FIV [68].
Las alteraciones hepáticas no son infrecuentes y se detectan en un 1/3 de las pacientes
con SHO grave [69]. Se observa elevación de las enzimas hepáticas y en algunos casos
se acompaña de aumento de la gamma-glutamil transpeptidasa y la fosfatasa alcalina.
Todas estas alteraciones revierten una vez que el síndrome desaparece. Se desconoce
cual es el mecanismo físiopaíológico que altera la función hepática. El incremento de
estradiol secundario al tratamiento con gonadotropinas puede alterar la función hepática
[10], al igual que ocurre en las mujeres usuarias de anticoncepción hormonal.
S.l. PRESENTACIONES INFRECUENTES DEL SHO
El SHO no es solo desencadenado por la administración exógena de gonadotropinas,
sino también por la estimulación endógena. Es el caso de algunas gestantes con SOP
[2], gestantes con niveles séricos elevados de hCG, como en la enfermedad trofoblástica
[3, 4], pacientes con hipotiroidismo primario [5] o pacientes con adenomas
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gonadotropos secretores de LH y FSH [7, 8,9]. Incluso el efecto flare-up provocado por
los agonistas de la hormona liberadora de las gonadotropinas (GnRH), puede provocar
un SHO en pacientes con SOP.
En algunas pacientes se ha descrito el derrame pleural como única manifestación clínica
del SHÓ. Suden ser @ e n m can @ 6 n abdominal positiva, presián intrmrkica
negativa y defectos diafragmáticos que permiten el paso de sustancias vasoactivas y
líquido ascítico hacia el espacio pleural.
6. REDUCCIÓN DE LA IMPLANTACIÓN EMBRIONARIA
Se ha ~Wo qiie los tratamientos de estimulación ovbica empleados en los ciclos
le f tmwkibn jn vitro deterioran la receptividad uterina cuando los compararnos cm
os & l o amWea [73 ]. Loái niveles suprrtfisiol6gicos de hormonas estemideas inducen
dtemianes r&Mf'16gic~s y aioquimicas en la receptividad utehna Lss pacientes con
rlta respus@ y qw: m algunos casos desarrollan SHO, presentan tasas de implantacih
más bwas 174, 75, 76, 77, 78, 793. Se puede mejorar la receptividad uterim con
mtcm;los de d m u l a c i h más suaves, que permitan obtener una respuesta ovárica con
niveles de estradiol más bajos [80].
?n estas paoimtes se produce un efscto deletéreo sobre la cahdad ovocituia. Se ha
h e n w b ménor grado de madrua y calidad ovocitaria en pacientes cm alta respuesta
y nivdm &rico8 de do1 elevados m ] . La tasa de fecundaci6n tambidn es más baja
en pacientes obesas diagnosticadas de SOP y de resistencia a la insuiina, que ademaS
presentan c i m piiqmsiclón al SHO por su alta respuesta a los tratamientos de
e h d a c j h o + c a [81]. Al m & o de estos datos, Fabregues ei al 182) no
encontraron difermcias m la calidad ovocitEuia, en las tasas de implantación y gestación
en pacioiltes que * e - U m SHO p v e cuando se compararon m ciclos de estas
mismas pacientes en Jos cuales no desarrollaron el síndrome. Estos resultados se
t x m l p h m alto en p c i e n s con y sin SOP.
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7. FACTORES DE RIESGO PARA EL SHO
El punto fundamental para reducir la incidencia del SHO es la identificación de tas
pacientes en riesgo. Se emplean criterios epidemiológicos, hormonales, ecográficos y
bioquímicos para seleccionar a este grupo de pacientes.
7.1. Historia de SHO en una estimulación previa
Aquellas pacientes con este antecedente están en riesgo de desarrollarlo en una
nueva estimulación oválica, por lo que debemos ser extremadamente cuidadosos
eligiendo las dosis mínimas posibles de gonadotropinas.
7.2. Edad
La mayoría de los estudios coinciden que las pacientes jóvenes tienen mayor
predisposición [83]. Probablemente se debe a que los ovarios en estos casos tienen
mayor densidad de receptores para las gonadotropinas y un número mayor de
folículos que responderán a este estímulo. Pero debemos tener claro que en las
pacientes jóvenes que no responden a los tratamientos de estimulación (FSH elevada,
mala respuesta en un ciclo previo), es menos probable que se desarrolle el SHO.
7.3. índice de masa corporal (1MC)
En la práctica existe una clara relación entre la aparición de SHO e IMC bajo. Se
e r r en a & mtSdD, que manto menor sea el IMC, mayor es la fhiiidad para
desarrollar el SHO (pacientes pequeñas, delgadas).
7.4. Concentración sérica de estradiol
Se emplean para monitorizar la respuesta de la paciente a la estimulación ovárica.
Inicialmente Crooke en 1970 [84] estableció una correlación entre los niveles
preovulatorios de estradiol en orina y la incidencia de SHO severo. Asch eí al [85]
intentaron identificar el grupo de riesgo entre 637 pacientes de fecundación in vitro,
de las cuales el 0.94% habían presentado SHO. Encontraron que por debajo de 3500
pg/mL de estradiol en sangre ninguna de las pacientes desarrolló SHO, con una
sensibilidad del 83% y una especificidad del 99%, pero el valor predictivo fue tan
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sólo del 38%. Marthur et al [86] calcularon la sensibilidad y la especificidad de la
prueba, para diferentes valores de corte, y se obtuvo una OR de 6.37 para un nivel
de estradiol > 2642 pg/mL, y de 0.13 para un valor < 1847 pg/mL. Aunque los
niveles de estradiol son significativamente mayores en las pacientes que desarrollan
SHO comparadas con los controles, la determinación de estradiol por sí sola no es
suficiente para predecir la aparición del SHO, por lo que debe asociarse a los
hallazgos ecográficos. Se han descrito casos en la literatura de SHO grave en
pacientes con concentraciones séricas de estradiol bajas [87]. A efectos prácticos, un
estradiol sérico superior a 2500-3000 pg/mL debe ponernos en alerta e iniciar las
estrategias de prevención, como si la paciente fuera a hiperestimularse.
7.5. Síndrome de ovarios poliq uísticos
El grupo de pacientes con SOP que presentan obesidad, hiperandrogenismo y
niveles elevados de LH también deben ser vigiladas por el riesgo aumentado de
hiperestimulación [88]. Estas pacientes suelen producir un número mayor de
folículos, mostrando una respuesta exagerada a la estimulación oválica. Kamat et al
[89] describieron niveles elevadas de ARNm para el VEGF en pacientes con SOP.
Agrawal et al [90] describieron concentraciones séricas y en líquido folicular de
VEGF aumentadas en pacientes con ovario poliquístico comparadas con un grupo
control. Posteriormente, en un trabajo prospectivo en el que incubaron células de la
granulosa, comprobaron que la concentración de VEGF liberado por las células de
la granulosa es dependiente de las gonadotropinas y aumentada por el estímulo de la
insulina en presencia de hCG [91]. Por tanto, las pacientes con SOP y resistencia a
la insulina secretarán niveles más altos de VEGF y por tanto tendrán más riesgo de
desarrollar el SHO.
7.6. Número y tamaño de los folículos durante la estimulación
Las p~¡an&~ cm SIfO tienun mi a í m m significativmente mayor de foiícuios en
el momento de la administración de la hCG y el riesgo de desarrollar un SHO está
de acuerdo WII el & a e m de foiículm en & e n t o y el níimeto de ovocitos
aspirados. Ash et al [85] observaron que entre las pacientes estudiadas, ninguna de
las que obtuvo 20 ovocitos o menos en la punción se hiperestimuló, mientras que el
22% de Iis que p u c 30 ó 6 10 hicieron. Estos autora describieron que h
aspiración de 30 ó más ovocitos se asoció con una sensibilidad del 83%,
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especificidad del 67% y un valor predictivo positivo del 23% de desarrollar el SHO.
No podemos pasar por alto la existencia de folículos inmaduros, pequeños, que
aunque no van a aportar ovocitos maduros al ciclo, las células de la granulosa sí
secretan estradiol y mediadores vasculares al torrente circulatorio. Los hallazgos
ecográficos y los niveles de estradiol deben considerarse en conjunto para tratar de
predecir con mayor ¿labilidad el riesgo de desarrollar este síndrome.
7.7, Inniumetfviiden
Un estudio epidemiológico muestra que aquellas pacientes que han desarrollado un
3HO presentan m p r i admeia de aleígia (56F vs 21% i d b m b que
posiblemente intervengan también determinados mecanismos inmunológicos en el
desarrollo de este síndrome [83].
7.8. VEGF
Cada vez es mayor la evidencia científica respecto al papel de determinadas
sustancias vasoactivas en el desarrollo del SHO, y el empleo de dichas sustancias
como marcadores precoces. Parece que uno de los más importantes es el VEGF,
relacionado directamente con el aumento de la permeabilidad vascular.
Artini et al [93] evaluaron la concentración de VEGF en plasma y liquido folicular
de mujeres sometidas a tratamientos de estimulación oválica controlada y llegaron a
la conclusión de que los niveles plasmáticos de VEGF el día de la punción folicular
pueden ser considerados como un marcador para predecir el riesgo de desarrollar un
SHO en dichas pacientes. Otros autores consideran que el mejor marcador es el
incremento en Ja concentración de VEGF desde el momento de la administración de
hCG hasta el día de la punción folicular, con una sensibilidad del 100% y una
especificidad del 60% [90]. Pellicer et al [13] encontraron que sólo tiene valor
pronóstico la concentración de VEGF en líquido folicular, con escaso valor en la
clínica diaria pero que apoya el papel del VEGF como mediador de las alteraciones
vasculares que presentan las pacientes que desarrollan un SHO. Se ha observado una
gran dispersión en los valores de VEGF publicados por los diferentes grupos y esto,
unido a la gran variedad de pacientes, hace por ahora imposible aceptar la
determinación de VEGF como un marcador predictivo para mujeres en riesgo de
desarrollar un SHO.
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7.9, Polimorfismo en el receptor de la FSH
Daelemans et al [94] han publicado que aquellas pacientes que desarrollan síntomas
más graves de hiperestimulación ovárica, presentan un polimorfismo en su receptor
de FSH. La investigación del cambio de un aminoácido en la posición 680 del
receptor de la FSH no predice el desarrollo del SHO pero si alerta sobre la gravedad
de los síntomas que presentan las pacientes con este polimorfismo.
Combinando los factores descritos hasta ahora, Agrawal el al [90] concluyeron que el
mejor valor predictivo positivo se obtenía tras la combinación del incremento en ta
concentración de VEGF, el número de folículos medidos por ecografía, la apariencia
ecográfica de ovarios poliquísticos y la concentración sérica de estradiol. Todos estos
factores por separado presentan un valor predictivo positivo más bajo que si se emplean
combinados.
8. PREVENCIÓN
Se han propuesto diversas estrategias para prevenir la aparición del SHO [49], de todas
ellas la más importante es la correcta identificación de las pacientes en riesgo. Como
esto último no siempre es posible, se ha intentado poner en marcha una serie de
actuaciones que impidan el desarrollo completo del síndrome una vez que ya hemos
iniciado la estimulación.
8.1. Cancelación del ciclo. Suspender definitivamente la inyección de la hCG y
cancelar el ciclo es la única estrategia 100% segura para evitar eficazmente los
casos de SHO. Pero es difícil de aplicar en la práctica clínica debido a la pérdida
de un ciclo en el que la pareja ha invertido su tiempo, dinero y expectativas.
Mantener el agonista de la GnRH hasta que la paciente inicia la menstruación
puede favorecer la involución de los cuerpos lúteos y mejorar la sintomatología
[95]. Debe advertirse a la pareja que eviten las relaciones sexuales, ya que puede
ocurrir una ovulación espontánea hasta 11 días después de la interrupción del
tratamiento con gonadotropinas, pudiendo producirse un embarazo espontáneo y
por tanto un SHO tardío y/o un embarazo múltiple.
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8.2. Aplazar la aplicación de hCG. Existe suficiente evidencia científica para
afirmar que la hCG es la hormona que desencadena el síndrome de
hiperestimulación, probablemente basado en el desconocimiento de otras
moléculas que seguro intervienen en este proceso. Posponer la aplicación de la
hCG hasta que el tamaño de los ovarios disminuya es una alternativa seguía.
8.3. Disminución de la dosis de hCG en la inducción de la ovulación. La
frecuencia de SHO es baja en las pacientes que reciben entre 1000 y 5000
Unidades Internacionales (UI) de hCG, en comparación con las que reciben de
5000 a 1 W UL Abdda a al [%] c o v m diferentes dosis de hCG,
administrando dosis únicas de 2000, 5000 y 10000 UI de hCG para
desencadenar la ovulación. Estos autores encontraron un número
a i - menor de ovocitos r e c u d con L dosis de 2000 UI por
lo que sugieren administrar 5000 UI de hCG siempre que tengamos una paciente
con riesgo de desarrollar el SHO (estradiol elevado, JMC bajo, alta respuesta).
8.4. Soporte de la fase lútea con progesterona. El empleo de progesterona
exógena en lugar de hCG, como soporte de la fase lútea, fue una de las primeras
medidesr que consigui6 diminuir la frecuencia del SHO [97, 121, La
progesterona se puede administrar resuspendida en aceite por vía IM, o bien
como progesterona natural micronizada en forma de comprimidos vaginales
(400 mg/día) o gel vaginal al 8%.
8.5. Coasting o drifting. Es una alternativa eficaz que, aunque reduce su frecuencia,
no evita el 100% de los casos de SHO. El coasting consiste en postergar la
administración de la hCG, realizando controles diarios de la concentración sérica
de estradiol hasta comprobar que éste desciende a un nivel considerado seguro
(<3500 pg/mL). Entonces se administra la hCG y se programa la punción
folicular 36 horas después, como en un ciclo convencional [98]. No afecta a la
calidad embrionaria ni ovocitaria y cuando su duración es menor de 4 días no se
han encontrado diferencias estadísticamente significativas en cuanto a las tasas
de embarazo e implantación [99, 100, 101]. Moreno et al [102] demostraron
recientemente que la luteinización prematura adelanta la ventana de
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implantación, y esto podría explicar la menor tasa de implantación y gestación
observada en los ciclos de estimulación en los cuales el coasting se prolonga
mas de 4 días.
En una encuesta realizada por Deívigne y Rozenberg [103] entre ginecólogos
especializados en reproducción, el coasting parece ser el método más escogido
para la prevención del SHO, debido a que presenta algunas ventajas como que el
ciclo no es cancelado, la técnica permite la transferencia de embriones frescos
evitando su criopreservación y no necesita la instauración de una terapia
adicional o uso de medicamentos. Parece que el mecanismo por el cual el
coasting es eficaz en la disminución de la frecuencia del SHO reside en que los
folículos de menor tamaño precisan una mayor concentración de gonadotropinas
para mantener su desarrollo y por tanto entran en un proceso de apoptosis al
suspender su administración, En cambio, los folículos mayores, que precisan una
menor concentración de gonadotropinas al final de la estimulación ovárica,
continúan su desarrollo. Esta muerte por apoptosis de los folículos pequeños e
intermedios consigue reducir el número de ce'Iuías de la granulosa viables, que
una vez luteinizadas producirían las sustancias vasoactivas responsables del
desarrollo del SHO.
Recientemente, Tozer et al [104] y García-Velasco et al [105] en dos estudios de
casos y controles, comparando a pacientes sometidas a coasíing con un grupo
control, han demostrado una clara disminución en la concentración de VEGF en
los líquidos foliculares de pacientes sometidas a coasting, cuando se compararon
de acuerdo a los diámetros foliculares.
En la literatura disponible no existe un consenso sobre los niveles de estradiol
sérico indicados para el inicio del coasting, ya que se encuentran valores desde
3000 hasta 6000 pg/mL. Fluker et al [106] compararon dos maneras diferentes
de iniciar el coasting:
a) Precoz: Cuando el nivel plasmático de estradiol alcanzaba 1800 pg/mL, se
iniciaba el coasting hasta que descendía un 25%, momento en el cual se
podía reiniciar el tratamiento estimulador con gonadotropinas. Se alcanzó
una tasa de gestación por ciclo del 23%.
b) Tardío: El coasling también fue evaluado en pacientes sometidas a ciclos de
fecundación in vitro cuando el nivel plasmático de estradiol alcanzaba 4000
pg/mL y al menos tres folículos tenían un diámetro medio de 18 mm. En ese
momento se suspendió el tratamiento con gonadotropinas hasta alcanzar
niveles de estradiol seguros (menos de 3000 pg/mL), momento en el cual se
administraba la hCG. La tasa de gestación fue del 37% [99].
Un dato interesante es que todas las pacientes pudieron ser sometidas a punción
folicular por tanto no hubo que recurrir a la cancelación del ciclo. Esto hace
pensar que el coasting puede ser una buena maniobra para reducir, aunque no
d h h r , ed xkgo de SHO. La vigilancia estrecha d i w b de los nivela de
estradiol es muy importante para evitar que caigan de forma brusca sus niveles.
Por otro lado, si se aplica muy pronto la dosis de hCG, la paciente continuará en
riesgo de desarrollar un SHO.
El coasting es una variante de los ciclos de estimulación oválica step-down,
basados en estimulaciones con dosis decrecientes de gonadotropinas, que
pretenden seleccionar una cohorte de folículos maduros, impidiendo el
crecimiento de folículos pequeños y por tanto inmaduros [80]. Las células de la
granulosa de los folículos más pequeños son muy poco resistentes a la caída del
estradiol, lo que permite rescatar ciclos hiperestimulados manteniendo buenas
tasas de gestación.
8.6. Aspiración folicular antes y después de la administración de hCG. La
aspiración folicular el día de la punción puede proteger frente al síndrome de
hiperestimulación, ya que causa una hemorragia intrafolicular y aspiración de las
células de la granulosa, induciendo un descenso en la producción ovárica de las
posibles moléculas implicadas en el desarrollo del síndrome. Dos estudios
diferentes observaron los beneficios de la aspiración folicular de un ovario antes
de la administración de hCG [107, 108]. Posteriormente se induce la ovulación
con hCG y se realiza la aspiración folicular del otro ovario para obtener los
ovocitos maduros. Esta maniobra se basa en la reducción de los factores
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intraováricos responsables del SHO y aunque los resultados iniciales fueron
prometedores con el primer estudio observacional retrospectivo [108], un segundo
trabajo randomizado y prospectivo demostró que la aspiración folicular de un
ovario no disminuía el riesgo de hiperestimulación [107]. Aparte de para prevenir
el SHO, la aspiración de folículos inmaduros puede ayudar a estas pacientes, si
después se consigue Ja maduración "m viíro de estos ovocitos inmaduros y la
fecundación posterior [109,110}.
8.7. Albúmina. La administración de albúmina humana intravenosa tras la punción
folicular fue propuesta hace tiempo como un tratamiento seguro, económico y
efectivo para prevenir el riesgo de desarrollar un SHO grave. Su mecanismo de
acción consta de dos acciones diferentes, por un lado la capacidad de fijación de
sustancias vasoactivas que posee la albúmina humana, y por otro el poder
oncótico que podría disminuir la pérdida de líquidos al espacio extravascular.
Pero minimizar los síntomas del síndrome no es lo mismo que prevenir dicho
síndrome. De hecho, la administración de albúmina sólo consigue disminuir o
retrasar el proceso. Varios trabajos han intentado valorar los beneficios de este
tratamiento y no se ha conseguido llegar a ningún consenso. Diversas revisiones
de este tema sugieren que no hay suficiente evidencia científica del papel
profiláctico de la infusión de albúmina intravenosa [111]. Bellver et al [112]
demostraron con claridad que la infusión de 40 gr. albúmina vía iv, el día de la
recuperación ovocitaria, no previene el desarrollo del SHO moderado y grave.
Para ello compararon dos grupos de 488 pacientes cada uno, mediante un
estudio prospectivo randomizado. Con este trabajo se demostró que la tasa de
SHO moderado y grave era similar en ambos grupos, y en aquellas pacientes que
desarrollaron síntomas no se encontraron diferencias significativas en los
parámetros clínicos y de laboratorio estudiados. Por tanto, el empleo de
albúmina el día de la punción folicular no previene la aparición del SHO.
8.8. Hidroxictileno de almidón. Es una molécula de 200.000 kDa de peso
molecular que actúa como un expansor plasmático elevando la presión oncótica,
disminuyendo la viscosidad sanguínea e inhibiendo la agregación plaquetaria
[113]. Kónig el al [114] publicaron los resultados de un estudio prospectivo y
randomizado empleando expansores del plasma demostrando una menor
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incidencia de SHO moderado y severo en pacientes sometidas a ciclos de
fecundación in vitro.
Este tratamiento ha sido propuesto para evitar el desarrollo de SHO, realizando
una infusión dos horas después de la transferencia embrionaria en pacientes
consideradas de riesgo. Pero se necesitan más estudios y con mayor número de
pacientes que prueben su utilidad. Abramov et al [115] compararon la eficacia
del hidroxietileno de almidón frente a la albúmina para la prevención del SHO
grave y encontraron que las pacientes que recibieron hidroxietileno de almidón
presentaron mayor eliminación urinaria y necesitaron menor tiempo de
hospitalización que el grupo que fue tratado con albúmina.
8.9. Criopreservación de los embriones y transferencia en un ciclo posterior. El
SHO es más f h m t c en 10s ciclos en los d e s las pxirntes consiguen
gestación, gracias a la acción de la hCG endógena proveniente del
sinciotiotrofoblasto. Por tanto, se ha postulado la congelación embrionaria como
una solución en la prevención del SHO tardío. Obviamente, el principal
problema de la criopreservación es la menor tasa de gestación si se compara con
las transferencias embrionarias en fresco. Diversos estudios retrospectivos [116]
han demostrado una tasa de gestación aceptable para aquellos ciclos en los
cuales se decidió la criopreservación de todos los embriones, en pacientes con
alto riesgo de desarrollar un SHO. Los beneficios de esta actuación han sido
comparados con la infusión de albúmina intravenosa [117]. No se observaron
diferencias en la prevención del síndrome de hiperestimulación, pero sí una
mayor tasa de gestación en aquellos ciclos que criopreservaron los embriones.
Este resultado se puede explicar porque la albúmina iv no disminuye las
concentraciones séricas de estradiol y se ha demostrado que los niveles altos
afectan a la receptividad endometrial [80]. Los embriones descongelados se
transfirieron posteriormente en un ciclo natural o sustituido con valerianato de
estradiol sobre una mucosa endometrial no sometida al estimulo hormonal
elevado.
8.1 ©.Desencadenar la ovulación con FSH. Se administra un bolo de FSH que
sustituye al pico de LH, y por tanto evitamos los efectos de la hCG. El reinicio
de la meiosis, ovulación y luteinización de las células de la granulosa no sólo se
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produce por la contaminación con LH de las preparaciones purificadas, ya que la
FSH recombinante por sí sola es capaz de inducir dichos cambios [118].
N. 11.1.II recombinante para inducir la maduración folicular final y la
ovulación. La hCG y la LH son hormonas muy similares ya que causan y
conservan la luteinización. La hCG tiene una eliminación más lenta y en dos
fases. La vida media de la hCG es 2.32 días mayor que la de la LH, y su
actividad biológica es mayor ya que se sabe produce más complicaciones como
el SHQ.
Gómez eí al [119] demostraron recientemente los beneficios del empleo de LH
para desencadenar la ovulación. Para ello, sobre un grupo de ratas
hiperestimuladas emplearon suero salino, 10 UI de hCG, 10 UI de FSH, 10 UI
de LH y 60 UI de LH para desencadenar la ovulación. Todas las hormonas
fueron efectivas, pero el grupo de 10 UI de LH presentó menor permeabilidad
vascular y expresión de VEGF en las células ováricas.
El grupo europeo para el estudio de la LH recombinante (LHr) realizó un trabajo
multicéntrico doble ciego en 259 mujeres entre 18 y 39 años que fueron
sometidas a protocolos de estimulación largos con agonistas de la GnRH y
estimuladas con FSHr. Fueron asignadas de forma aleatoria a uno de los cuatro
grupos que emplearon LHr para desencadenar el proceso de la ovulación previo
a la punción-aspiración de los ovocitos usando: 5000 UI, 15000 Ul, 30000 UI o
un esquema de 15000 UI + 10000 UI tres días después de la primera dosis y los
compararon con un grupo control que recibió 5000 UI de hCG, para además
buscar la mínima dosis efectiva de LHr. No hubo diferencias estadísticamente
significativas en cuanto al número de ovocitos recuperados el día de la punción,
número de ovocitos recuperados por folículos observados en la ecograíla,
qmdtumz m & w , mdmi&ro de embriones, tasa de BaplantmiEih y taa de
embarazos bioquímicos y clínicos. Observaron que la dosis mínima eficaz de
LHr comparable en resultados a la acción de 5000 UI de hCG está entre 15000 -
30000 UI. Se encontró una clara relación entre el desarrollo de SHO moderado y
el tipo de tratamiento recibido, siendo mayor en los grupos que recibieron 15000
UI + 10000 Ul tres días después (12%) y en el grupo de la hCG (l2.4%)[120].
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Manau et al [121] estudiaron los cambios hemodinámicos originados tras la
inducción de la ovulación y soporte de la fase lútea con hCG comparando con
pacientes que recibieron LHr, mediante un estudio clínico prospectivo y
randomizado. Los parámetros comparados fueron la tensión arterial, el gasto
cardiaco, la resistencia vascular periférica, el nivel sérico de progesíerona y las
concentraciones plasmáticas de aldosterona, norepinefrina y renina. Se demostró
que ambos grupos presentaron una respuesta ovárica similar con ambos
tratamientos y los cambios circulatorios fueron menos intensos en el grupo
tratado con LHr, por tanto se podría emplear la LH como tratamiento inductor de
la owdacibn en aqwiha pacientes con antecedentes de SHO o riesgo ehado de
padecerlo.
8.12.Desencadenar la ovulación con agonistas de ia GnRH. Los agonistas de la
GnRH producen la secreción endógena de FSH y LH, con una duración de la
fase lútea y niveles de progesterona similares a los ciclos con hCG. Los
agonistas de la GnRH pueden ser una buena alternativa para la inducción de la
ovulación en pacientes con riesgo de hiperestimulación, pero no son válidos para
los ciclos de estimulación ovárica que emplean precisamente los agonistas para
la desensibilización hipofísaria [122, 123], Su vida media es de 3 a 5 horas por
tanto eliminan el riesgo de SHO en los ciclos sin gestación. La tasa de ovulación
para ciclos de IAH fue cercana al 75%, con una tasa de gestación del 17% y
escaso porcentaje de gestaciones múltiples. Ninguna mujer desarrolló SHO en
las series estudiadas.
Fauser et al [124] y Balasch et al [125] demostraron que una dosis única de
agonista de la GnRH (triptorelina 0.2 mg o Icuprorelina 0.5 mg) es efectiva para
desencadenar los estadios finales de la maduración ovocitaria. La administración
de análogos de la GnRH causa un aumento inicial de los niveles de FSH y LH,
producto de su conocido efecto fiare up, con un aumento de la concentración de
la LH cercana a la fisiológica. Esto podría prevenir el SHO, pues su vida media
es más corta que la de la hCG.
8.13.0cteotride. Los análogos de la somatostatina reducen los niveles de insulina,
del factor de crecimiento tipo insulina 1 ( insulin-iike growth factor 1 ó IGF-1)
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y LH, por tanto se pensó que podían disminuir el riesgo de SHO en pacientes
con riesgo. Se ha estudiado su efecto, en pacientes con SOP y resistentes al
citrato de clomifeno, observando niveles inferiores de estradiol y un número
menor de folículos cuando se compara con el placebo [126].
S. 14.Antagonistas de la GnRH. Se han descrito receptores para la GnRH en las
células de la granulosa, por tanto se puede emplear este fármaco para suprimir la
función hipofisaria y también para prevenir el desarrollo del SHO [127]. La
acción directa de los antagonistas de la GnRH sobre el ovario disminuye la
conccn&6n idrica de amdioI, el tamaño ovgtico y se obmw una fmuerici8
menor de desarrollo de SHO [42]. García-Velasco et al [128] demostraron el
efeoto de los antagonista 8e la M t H sobre la etemidogémis avárica,
d w m m d o uir ritlidnución en la pduccidn folicular de estdiol y
manteniendo concentraciones similares de progesterona y testosterona cuando se
compara con los agonistas de la GnRH.
8.15.Ketokonazol. La administración de dosis bajas intermitentes de ketokonazol
disminuye las síntesis de estrógenos oválicos y esto puede reducir la tasa de
cancelación de ciclos con riesgo de hiperestimulacion [129]. Posteriormente, se ha
demostrado que la adición de ketokonazol en pacientes con SOP no disminuye el
riesgo de SHO en los ciclos de estimulación ovárica controlada [130].
8aX6.Elsctr~~a vhrica La electrocauterización ovhica tnis la
dcsbHgbüitaaQn.. hipobmia ha sido pquesta para prevenir el SHO [1311, pao
no como primai opoiQ pa nnijem amn esgo. E1 mecanirmo de accih no
está claro, pero altera el ambiente endocrinológico del ovario a través de la
d h h u c i b n da los nimia W e s de anddgenos, la destnrcci6n del estroma del
ovario y la rotura de la cápsula ovárica engrosada en las pacientes con SOP. Este
procedimiento puede ser realizado a través de laparoscopia o fertiloscopia y está
n a a v d o $ 0 1 - p n pacientes que al menos tengan m ciclo de
estimulación ovárica cancelado por riesgo de hiperestimulacion. Esta técnica
plantea dos inconvenientes: la necesidad de anestesia general y la creación de
adherencias, las cuales no son disminuidas con medidas como los métodos de
barrera o el empleo de la ascitis artificial.
9. TRATAMIENTO
En el tratamiento del SHO se recomienda la actitud conservadora, que permita preservar
la fertilidad de la paciente. La extirpación de los ovarios sólo está indicada si se
demuestra necrosis tisular secundaria a una torsión ovárica. La individualización de los
protocolos de estimulación ovárica y un tratamiento rápido, cuando se diagnostica el
SHO, permiten disminuir la incidencia y severidad de este síndrome [ 132].
Ante el SHO h primera decisión a tomar es si la paciente. &be hospi ta i im o b l a
puede recibir tratamiento ambulatorio. Un gran porcentaje de las pacientes que
desarrollan el SHO presentaran el grado leve, que se caracteriza por molestias
abdominales sin vómitos, diarrea u otra sintomatología que nos haga pensar que sea
necesaria su hospitalización. Las pacientes con síntomas más floridos (náuseas, diarrea,
falta de apetito, deshidratación, oliguria) deben someterse a una estricta evaluación
tísica, pélvica y abdominal. Son necesarios controles seriados para medir la
concentración de electrolitos, el hematocrito y la creatinina y evaluar mediante
ultrasonografía la presencia y el volumen de la ascitis, así como pesar a la paciente. Si la
paciente presentara síntomas respiratorios se debe realizar una radiografía de tórax y
control de la saturación de oxígeno mediante pulsioximetría. La hospitalización es
opcional y de acuerdo al criterio médico en los grados moderado y grave, y necesaria en
el grado critico, - i d e r a & de &kgo p m la vida de Fa pfi~iente
-
Hasta que no se conozcan perfectamente los mecanismos fisiopatológicos que
hervhen en e1 sindromt, el. tmtmnknto contimará siendo empírico. Sin embargo, e1
conocimiento parcial de algunos procesos que intervienen en la clínica ha permitido
d e m m k algunog t r a t a m h m bPsadas en la evidencia científica.
9.1. Reposo en cama. Existe un razonamiento científico para recomendar el reposo
estricto en oimi de & pdcnbar. Si Ir paciente pemwtcc de pie, el sistema
renina-angiotensina-aldosterona y el sistema nervioso simpático se encuentran
activados, y por tanto disminuye el filtrado glomerular y la respuesta a los diuréticos
de aaa 11331.
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Se debe tener en cuenta la persistencia de quistes ováricos, que pueden presentarse
hasta la edad gestacionai avanzada y que pueden romperse o predisponer a una
torsión anexial, con el desarrollo de abdomen agudo. Por tanto, se debe recomendar
la baja laboral y el reposo en cama.
9.2. Paracentesis evacuadora. Si se diagnostica ascitis a tensión, ésta debe ser
evacuada para mejorar la sintomatología de las pacientes [69]. El aumento de la
presión intraabdominal puede comprometer el retorno venoso y el gasto cardiaco,
favorecer el edema renal y los fenómenos trombóticos. Las pacientes que más se
benefician de este tratamiento son aquellas que desarrollan oliguria, niveles
elevados de creatinina en sangre y hemoconcentración [134]. Se ha demostrado que
es una técnica fácil, segura y que permite a la paciente un alivio en la sintomatología
que presenta. En algunos casos, la necesidad de varias paracentesis se puede evitar
colocando un sistema cerrado mediante un catéter Dawson-Mueller, que permite el
drenaje continuo de la ascitis [135, 136]. Si se existe inestabilidad hemodinámica o
si se sospecha hemoperitoneo, no debemos realizar paracentesis. En estos casos es
vital el control de los parámetros hemodinámicos de las pacientes, ya que la rápida
movilización del líquido ascítico puede provocar la disminución del volumen
efectivo ¡ntravascular y por tanto producir graves consecuencias. El shunt peritoneal
que permite la autotransfusión continua de líquido ascítico se ha demostrado
beneficioso en pacientes con SHO grave, ya que aumenta el volumen plasmático
circulante y permite una recuperación más rápida [137).
La ascitis severa se asocia frecuentemente a hidrotórax derecho, por el paso de
fluidos a través del conducto torácico. La paracentesis suele ser efectiva resolviendo
el hidrotórax y la toracocentesis debe ser reservada para aquellos casos de derrame
pleural bilateral severo y persistente [63],
9.3. Expansores de volumen. Uno de los tratamientos principales del SHO consiste en
P e n a a im e l p l a s&co , ya que la hpovolemia cancteriza a este
síndrome [23]. Entre los diferentes expansores de volumen disponibles actualmente
se a a r a t m i h & b i n a , e1 hidrr,xietilmo de aImid6a y el deximo de bajo peso
nokculu 11381. La a i b h b a ai de primera eleccidn [l] ya que es la m i n a que
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pasa al tercer espacio, no es tóxica, está libre de contaminación viral y su vida media
es larga. El uso de 200 mi de albúmina al 25% cada 4 a 6 horas suele ser efectivo.
La infusión de albúmina debe realizarse lentamente para evitar una corrección
excesivamente rápida de la hemoconcentración con posterior hemodilución y
aumento del volumen de líquido libre en el tercer espacio.
9.4. Furosemida. Este potente agente natriúretico permite incrementar el volumen
urinario y la excreción de sodio. Si se observa hipotensión o hemoconcentración se
debe contraindicar el empleo de diuréticos. La rurosemida restablece la función
prerrenal disminuyendo el riesgo de necrosis tubular y fallo renal en estas pacientes.
Es un diurético de acción muy rápida y su vida media corta nos permite un control
adecuado de las dosis en función de la diuresis. Se recomienda el empleo de 10 mg
iv cada 4 horas tras la administración de 100 gramos de albúmina, Debemos
suspender el tratamiento con furosemida cuando se alcance una diuresis mayor de
1000 mL/día durante 48 horas y evitar su administración en pacientes con un
hematocrito > 38%, ya que la excesiva hemoconcentración favorece los fenómenos
trombóticos.
9.5. Disminuir la ingesta de sodio. Se recomienda disminuir la ingesta de sodio a 60
mEq/día [133]. El objetivo es crear un balance negativo que disminuya el tercer
@ o m atas pacienk~ 8in embargo, su beneficio durante la estimulacih
ovárica no se ha demostrado.
9.6. Evitar (a hiperkaliemia. El exceso de potasio se ha asociado con trastornos del ritmo
cardiaco. Se pueden emplear tratamientos que incrementan el paso de potasio al espacio
intracelular {insulina y glucosa, bicarbonato sódico, albuterol) o proteger al corazón frente
a los efectos de niveles de potasio elevados con gluconato calcico. Las manifestaciones en
el electrocardiograma son las siguientes: prolongación de los intervalos PR y QRS,
depresión del segmento ST y ondas T pronunciadas que indican la necesidad de
tratamiento inmediato con gluconato calcico. Existen resinas intercambiadoras de cationes
que disminuyen la concentración de potasio, pero su mecanismo de acción es lento (1-2
horas) y deben ser administradas vía oral o vía rectal.
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9.7. Control estricto del balance hidroelectrolítico. Se recomienda el control diario de
la ingesta de líquidos y la diuresis de estas pacientes. La corrección de la volemia es
fundamental para mejorar la sintomatología de estas pacientes. Los niveles de sodio,
potasio y cloro son buenos indicadores de hemodilución y en algunas ocasiones
puede ser necesario la suplementación de alguno de estos electrolitos.
9.8. Vigilancia de la función hepática. Los cambios hemodinámicos y los niveles
elevados de estradiol pueden afectar a los diferentes parámetros de función hepática,
que debe ser cuidadosamente vigilada y corregida [10].
9.9. Seguimiento de Jos parámetros hemostáticos. Los fenómenos tromboembólicos que
caracterizan el estadio crítico de este síndrome deben ser evitados con un buen
seguimiento del recuento de plaquetas, tiempo de protrombina y niveles de
llbrinógeno. El dímero-D y el complejo plasmina ob-antiplasmina son buenos
marcadores de que el sistema fibrinolítico ha sido activado y, por tanto, son
marcadores clínicos de la condición procoagulante de este síndrome [139], Sí
sospechamos que el riesgo de trombosis está aumentado debemos iniciar la
heparinización de la paciente con heparina de bajo peso molecular subcutánea.
Las pacientes con SHO grave deben ser anticoaguladas desde el ingreso, debido a la
hemoconcentración. La profilaxis se realizará con heparina 5000 UI o heparinas de
bajo peso molecular a dosis profilácticas de 40 mg/dia, por vía subcutánea.
9. (O.Cuidados críticos. Son muy pocos los casos que pueden llegar a necesitar cuidado
critico si se instaura un tratamiento adecuado y rápido que incluya profilaxis
antitrombótica, manejo de líquidos intravenosos y paracentesis evacuadora. Sin
embargo, en algunos casos puede ocurrir un fallo renal que no responde a los
tratamientos iniciales, fenómenos trombóticos a pesar de las medidas de
anticoagulación o alteración de la ftinción pulmonar con acidosis respiratoria a pesar
de haber realizado la paracentesis. En estos casos, el trabajo en equipo con
especialistas en cuidados críticos se hace indispensable.
El seguimiento de estas pacientes requiere la vigilancia de las complicaciones
tromboembólicas, del fallo renal y de las complicaciones pulmonares. El fallo renal
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habitualmente responde a dopamina (0,18 mg/kg/hora) que favorece la dilatación de
los vasos renales e incrementa el flujo sanguíneo [140, 141]. Se debe colocar un
catéter para medir la presión venosa central y evitar la sobrecarga cardiaca,
secundaria a la utilización de expansores de volumen. En algunos casos será
necesario el empleo de ventilación asistida y toracocentesis para mantener la
saturación de oxígeno. Por último, se deben tener en cuenta Jas complicaciones que
puedan requerir cirugía, como la ruptura de algún quiste lúteo, la torsión ovárica o la
gestación eetópica. En estos casos el equipo de anestesia, probablemente no
familiarizado con este tipo de pacientes, deberá conocer la fisiopatología de este
síndrome para evitar los riesgos adicionales [142].
10. RESULTADOS 0 ~ ~ ~ 0 8 DE LAS PACIENTES CON SEO
Ik lintomatologk de estas p.cientea puede afectar negativamente a lo gmtaci6n. La
inestabilidad hemodinámica, el fallo multiorgánico, los niveles elevados de estradiol y
de otros mediadores desconocidos pueden producir efectos todavía desconocidos sobre
el d&arolÍo de la g d h . Las g - t w deben ser consideradas pacientes de alto
riesgo y como tal tratadas.
Las dos complicaciones t e m p m asociadas d SSHO son el embarazo ectópico y el
aborto. EJ embarazo ectópico, de por sí aumentado en las TRA, es más frecuente en Jas
p t&W~ con SHO, debido a la dtemiún funcional y anat6mica de las trompas y a b
prasftacia: de ovarios aunmidos de tamaño. La incidencia de aborto chico y aborto
b i q u h i c o en hc ggticimes complicadas por SHO es un 27% a 4 m supefior a la
descrita en las TRA en general [143].
Abramov et al [144] revisaron retrospectivamente los resultados obstétricos de 163
pacientes que desarrollaron un SHO grave y la mayor parte de las variables perinatales se
alteraron significativamente. La tasa de prematuridad fue mayor que en el resto de
ciclos de fecundación in vitro, un 44.2% vs 24% para gestaciones múltiples y un 27.6% vs
9% para gestaciones únicas. La prevalencia de rotura prematura de membranas
también fue claramente mayor, 17.7% vs 4.9%. La incidencia de bajo peso al nacimiento
file de un 63% en los casos de hipcrestimulación frente a un 24 % en el resto de ciclos de
FIV. Sin embargo, no se encontraron diferencias en la frecuencia de cesáreas en ambos
grupos. Wiser et al [145] no han demostrado mayor incidencia de preedampsia y
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diabetes gestacional en las pacientes diagnosticadas de un SHO cuando se comparan con
gestaciones conseguidas tras un ciclo de FIV que no desarrollaron dicho síndrome.
Además de estos peores resultados obstétricos, Abramov et al [144] señalan una mayor
tasa de gestación en las pacientes que desarrollaron el SHO comparado con el resto de
pacientes de ciclos de FIV. Simón et al [79] ya habían demostrado que los niveles
plasmáticos elevados de estradiol disminuyen la tasa de implantación. Y debemos tener
en cuenta la aparición bifásica de este síndrome: una primera fase entre los 3-9 días tras
la administración de la hCG y otra segunda fase más tardía, solo desarrollada en los
ciclos que consiguen gestación. Por tanto, no hay mas gestaciones en las pacientes
hiperestimuladas, sino que el SHO tardío es una consecuencia de la gestación, como
muy bien aclararon Pellicer et al [146].
l;o que parece c l m e9 que estas pacientes requieren m seguimiento estricto pani
m h h i a u las c o m p l i M - derivadas de) SHO [144]. Podemos emplear estrategias
preveativas como la aiaprscniaeidm de embnoam o la reducción del n b de
a n b r h e s a tmdierU., que tlos pmmitm disminuir la gravedad de este sintkorne,
Aunque De N d x q et al [147] b n obmrado que ia transfmcia de un h i t o
embri6a no ba disminuido ia incidencia del SHO en los úlíiltimos 5 afbs, demostrando
que el SHO tardío presenta la misma fkuencia en gestacianes iIniim que en
gestaciones gemelares.
11. CONCLUSIONES SOBRE EL SHO
al SHO es uña ctmp&&6n ~~cg de las tBcnicas de riepduccibn asistida, tanto
de la estimulación ovárica controlada como de la inducción de la ovulación. Todos los
ginecólogos que administran gonadotropinas y manejan este tipo de casos deben
identificar cuidadosamente todas aquellas pacientes en riesgo, ya que la prevención por
shar r d mcjur mtmimto del c p disponeniw [148]. Una vez deamiiado el SHO,
se deben poner en marcha todos aquellos tratamientos que intentan disminuir la morbi-
rnortalidad y considerar siempre el riesgo que tienen estas pacientes. Los casos leves y
moderados pueden ser tratados de forma ambulatoria, pero la evaluación diaria de la
paciente es esencial. Los casos graves pueden poner en peligro la vida de la paciente y
el seguimiento estricto y hospitalario en estos casos resulta esencial.
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PROTE~S DE ADHESI~N CELULAR: PAPEL DE LA
CADERINA DEL ENDOTELIQ VASCULAR
La capa de células endoteliales de los vasos sanguíneos limita el paso de proteínas
plasmáticas y células circulantes entre la sangre y los tejidos próximos [149], Esta
función es finamente regulada por dos sistemas diferentes (figura 1), que son el sistema
t m s d u l a r y el paracelular [ lm]:
- Transcelular. Este sistema permite el paso de solutos plasmáticos a través del
citoplasma de la célula endotelial, gracias a la acción de sistemas vesiculares regulados
por organclas citoplasmáticas.
- Paracelular. La permeabilidad endotelial para las células circulantes y las proteínas
plasmáticas está controlada en parte por las uniones intercelulares (uniones
homotípicas) y a la matriz extracelular (uniones heterotípicas). Aparte de su papel en la
formación de uniones, cada vez se observa mayor evidencia que sugiere que dichas
uniones pueden transferir señales celulares y ser responsables de la inhibición del
crecimiento celular, de la apoptosis y de la polaridad celular.
Proteínas de adhesión
Paracelular Transcelular
Figura 1. Mecanismos de transporte a través de la barrera endotelial
Las uniones intcrcndotcliales juegan un papel importante en la regulación de las
funciones endoteliales, como la vasculogéiesis, la angiogénesis y la permeabilidad
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vascular. Las uniones entre las células endotelialcs son estructuras complejas formadas
por diferentes moléculas de adhesión [151]. En las células endoteliales se describen fres
estructuras que participan en las uniones intercelulares [152]:
1. Las uniones estrechas o tight junctions (11). Las TJ están formadas por diferentes
estructuras moleculares. Se han descrito tres tipos de proteínas transmembrana, la
ocludina [153], la claudina [154] y las moléculas de la adhesión de las uniones
(junctionai adhesión molecule ó JAM) [155]. Dentro de las células, diversas
moléculas del citoesqueleto se concentran en las TJ como la zona ocluyente {zonula
occlh 1 ó ZO..I), la chgulias y la 7H6 [f52, 1561.
2. Las uniones adherentes o adherens junctions (AJ) (ver más adelante).
3. Las uniones comunicantes o gap junctions (GJ). Estas uniones permiten el paso de
pequeñas moléculas c iones entre las células.
Todas estas estructuras están formadas por proteínas transmembrana específicas, en las
cuales su región extracclular favorece la adhesión homotípica intercelular y su región
citoplasmática se une al citoesqueleto.
Además de estos tres sistemas, las uniones estrechas, las uniones adherentes y las
uniones comunicantes, existen otras proteínas de adhesión que han sido descritas en los
contactos intercelulares [157]:
a) La molécula de adhesión celular endotelial I plaquctaria (PECAM ó S-endo-
1Mw-18 6 CD31), que p r k m m a la e l i a de las i m u n o g I o h b y se
encuentra presente también en las plaquetas y en los leucocitos [158],
b) La cndoglina.
C) HCD34,
Las moléculas intercelulares de cada una de estas estructuras son diferentes y esto
podría explicar la especificidad de estos complejos en la transmisión de señales
celulares.
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1. UNIONES ADHERENTES
Las AJ están situadas a lo largo de todo el árbol vascular y están formadas por proteínas
transmembrana pertenecientes a la familia de las caderinas [159]. Las células
endoteliales expresan una caderina específica llamada caderina del endotelio vascular
ieatkrina EV) o caderina 5 [160]. Como otros miembros de esta familia, la porción
intracclular se une a tres proteínas citoplasmáticas denominadas eateninas: P-catenina,
p labg io l ' h y a h csteniina p120 [161, 162]. La patenina y la plakoglobina se unen a
Ia a- que fivome el anchje a lm filamentos de a c h del esqueleto celular
(figura 2). Aunque el dominio cxtracclular de la caderina EV es necesario para la
adhesión celular, la asociación intracelular a las eateninas y al citoesquelcto es necesaria
p r i r i l a ~ ~ 6 n del complejo y para el control de la mmbilidad [163].
Espacio
intercelular
Actina
Figura 2. Caderina EV [164]
(DP) dcsmoplakma, (PG) plakoglobina, (p-CAT) p-catcnina, (ct-CAT) a-catcnina,
(Vine) vinculina
Las caderinas favorecen las uniones homotípicas entre las células y esta adhesión es
calcio dependiente. Gao eí al [165] demostraron que la adición de un agente quelante
del calcio, como el ctilcn diamino tctraacctico (EDTA) a pulmones de ratón, era capaz
de romper las uniones intercelulares de la caderina EV y aumentar el cociente de
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permeabilidad capilar. La reperfusión de dichos pulmones con calcio, permitió la
formación de nuevos complejos de caderina EV y el restablecimiento de la integridad de
la pared vascular.
Las AJ son estructuras dinámicas que pueden variar en su composición y fuerza adherente
según las necesidades celulares. Las AJ, y en particular la caderina EV, incrementa la
permeabilidad vascular en respuesta al VEGF [166, 167], histamina [168,169] y fibrina
[170, 171]. La importancia de las AJ radica en su capacidad para regular la permeabilidad
según los diferentes estímulos que actúan sobre el endotelio vascular.
Se ha descrito la estrecha relación que existe entre el citoesqueleto y ía cadenna EV [172].
Cuando se consigue la inhibición de esta molécula se produce una reorganización de las
fibras de actina del esqueleto celular y una pérdida de las uniones intercelulares. Esto
produce un aumento de la permeabilidad y de la migración transendotelial de los neutrófllos
[173]. Las células endoteliales con una mutación en el gen de la caderina EV presentan
alteraciones funcionales y son incapaces de organizar estructuras vasculares [174].
El empleo de anticuerpos anti-caderina EV en ratones produjo edema intersticial, más
marcado en el miocardio y los pulmones [175]. Se observó la presencia de neutrófílos y
plaquetas en la membrana basal de estos capilares dañados. Estos cambios no fueron
akti'guib a la t&tiv~cibn del c o m p l ~ t u , ya que los ratonw con deficiencia del C5,
presentaron la misma respuesta. Se comprobó que la inhibición de la caderina EV
modificó especialmente la estructura en aquellos capilares sometidos a cambios de
presión continuos, como es el caso del corazón y los pulmones. El dominio extracelular
de la caderina EV es muy sensible a la digestión proteolítica, por tanto la activación de
los neutrófilos y la liberación de enzimas proteolíticas incrementan la permeabilidad
vascular, sobre todo en zonas de inflamación e isquemia-reperfusión, caracterizadas por
la acumulación de neutrófilos y edema en la microcirculación [175].
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2. LA FAMILIA DE LAS CADERINAS
A principios de los años ochenta Peyrieras el al [176] describieron por primera vez la
caderina E (uvomorulina), una glicoproteína de membrana implicada en la
compactación celular. Posteriormente, Nose et al [177] describieron la caderina N, una
proteína transmembrana de adhesión celular, calcio dependiente y con expresión en el
tejido neuronal. Se observó que todas estas moléculas compartían secuencias de
aminoácidos con la caderina del pollo (L-CAM / E-cadherin) y con la caderina
placentaria, la caderina P.
Desde entonces, se han descrito diversos miembros de esta familia de proteínas con
características comunes:
- Sus h a h e s e x í x mMims d a t e n dominios calcio dependientes, que varían
de 5 a 34 dominios diferentes.
- Se anclan a una región transmembrana con alguna excepción, como la caderina T
que lo hace a un anclaje de glicosilfosfatidilinositol.
- La región intracitoplasmática de cada una de ellas permite diferentes interacciones
y por tanto ftinciones celulares diversas.
Las caderinas se han implicado en varios procesos biológicos como la adhesión y la
morfogénesis celular, la organización del citoesqueleto y la migración celular. También
se ha estudiado la función de estas proteínas transmembrana en procesos patológicos
como el cáncer [178].
2.1. Estructura y función de las caderinas
2.1.1. Las caderillas clásicas (figura 3) son proteínas que participan en las uniones
intercelulares a través de 5 dominios extracelulares dependientes del calcio. Las
pJaierB E y N m 1.i q j o r dadas. Su expresifm m la supeficie celular permite
las uniones celulares y la fracción citoplásmica se une a la p-catenina o a la
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plakoglobina (PG) y posteriormente a la a-catenina, a la vinculina y a los filamentos de
actina[179].
Filamentos
de actina
Espacio
intercelular
Figura 3. Caderina clásica [164]
(a) a-catenina, (J3) 0-catenina, (v) vinculina
La caderina EV pertenece a la familia de las caderina clásicas. En las células
endoteliales se observan niveles similares de caderina N, pero mientras que la caderina
N se distribuye por toda la membrana celular, la caderina EV se localiza solamente en
las AJ de las uniones intercelulares.
Navarro eí al [180] demostraron que esta distribución a lo largo de la membrana de las
células endoteliales se produce porque ambas proteínas tienen papeles diferentes. La
caderina EV favorece la unión entre las células endoteliales y la caderina N puede ser la
responsable de la unión del endotelio a otros tipos celulares que expresan también la
caderina N como las células musculares o los pericitos.
La caderina EV es específica de las células cndotcliales, y repite la misma estructura
que el resto de la familia de las eaderinas, con 5 dominios extracelulares dependientes
de calcio y su unión a los filamentos de actina a través de las cateninas. Actualmente se
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han descrito diferentes anticuerpos monoclonalcs contra esos dominios, como el Cad 5,
BV6,BV9,TEA1.31yHec 1.2. [181].
La caderina EV (figura 2) se une la P-catenina y a los filamentos de actina a través de la
a-catcnina [182]. Además se une a la plakoglobina (PG) y a la desmoplakina (DP) para
unirse a filamentos intermedios como la vinculina. Es decir, que una misma molécula
forma dentro del citoplasma dos interacciones diferentes a los filamentos de actina y a
los filamentos intermedios [183],
Espacio
intercelular
Actina
Figura 2. Caderina EV [164]
(DP) desmoplakina, (PG) píakoglobina, (fJ-CAT) Ji-catenina, (a-CAT) a-catcnina,
(Vine) vinculina
Una de las primeras funciones de esta proteína es la vasculogénesis o formación de
vasos embrionarios. Su expresión es imprescindible para la organización vascular del
embrión. Al principio del desarrollo embrionario se inicia ta expresión de la caderina
EV en las células mesodérmicas del mesénquima del saco vitelino. Posteriormente,
aparecen específicamente en los islotes de las células precursoras que formaran las
células cndotclialcs. La mutación del gen de la caderina EY interrumpe el desarrollo a
las 9 semanas más 5 días de vida embrionaria, por las alteraciones que se producen en la
remodelación vascular del saco vitelino. Esta mutación en las células cndotclialcs en
cultivo produce:
- Perdida de la inhibición del crecimiento celular por contacto.
- Mayor sensibilidad a los estímulos apoptóticos.
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Estos dos fenómenos alteran el crecimiento normal de los cultivos celulares
endoteliales[184].
La caderina EV participa en la angiogénesis y remodelación vascular. La rotura de sus
uniones intracelulares no impide la formación de plexos vasculares, lo que indica que su
fracción extracelular es la única imprescindible en este proceso [185]. Sin embargo, la
molécula entera es necesaria para el desarrollo embrionario en etapas tan precoces como el
9o día El VEGF induce una señal vascular, que a través de la caderina EV, activa el
receptor tipo 2 del VEGF, que permite la proliferación vascular e inhibe los mecanismos
apoptóticos de estas células [ 185]. Los anticuerpos anti-caderina EV BV6, BV9 y Cad 5
previenen este efecto antiapoptosis del VEGF cuando se unen a la fracción extracelular de
la caferías EV [181].
La caderina EV juega un papel importante en la permeabilidad vascular. El complejo
caderina EV-P-catenina es el blanco de los factores que estimulan el aumento de la
permeabilidad vascular. En este complejo se ha descrito la presencia de una proteína tirosin
fosfatasa (SHP2) unida de forma específica a la p-catenina. La trombina es capaz de inducir
la fosforilación de esta proteína que provoca su disociación del complejo y
consecuentemente reduce la adhesión celular e incrementa la permeabilidad vascular [186].
Las caderinas clásicas poseen una actividad antitumoral basada en sus propiedades de
adherencia celular. Estas proteínas impiden la separación celular y por tanto bloquean la
invasión tumoral y la diseminación metastásica, pero además las caderinas intervienen
directamente en la inhibición de la proliferación celular.
Cuando se produce la separación del fragmento intracelular de las caderinas se
mantienen las propiedades de adherencia celular, pero se pierde la capacidad de inhibir
el crecimiento celular [187]. Esto sugiere que las caderinas transfieren señales de
inhibición del crecimiento celular a través de su asociación con las cateninas o con otras
moléculas citoplásmicas [188]. Navarro et al [163] demostraron que sólo la fracción
extracelular es la responsable de la adhesividad celular. En cambio, es la unión al
citoesqueleto la que permite controlar la permeabilidad y favorece la migración celular.
La rotura de los filamentos de actina con citocalasina D alteró el control sobre la
permeabilidad de cultivos celulares en monocapa y aquellas células con el fragmento
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intracelular de la caderina EV alterado presentaron similar comportamiento,
favoreciendo el aumento de la permeabilidad a moléculas de peso molecular alto [95].
2.1.2. Las caderinas desmosomales son las proteínas transmembrana que forman parte
de los desmosomas. Este tipo de uniones está presente en tejidos sometidos a diversas
fuerzas mecánicas como la epidermis y el miocardio. Se han descrito dos tipos, la
desmocolina (DSC) y la desmogleína (DSG) que conservan una estructura similar a las
caderinas clásicas con sus 5 dominios extracelulares [189]. La fracción extracelular
produce interacciones tanto homofílicas como heterofílicas entre las células adyacentes
y su porción citoplasmática se une al esqueleto celular.
Se ha demostrado que la DSG es el antígeno de determinadas enfermedades
- . l & s Es el ciiso del pbflgo vulgar, donde tos autoanticuerpo~ afectan a la DSG
3, y m i fonna m8s mera corno el pénñgo foliacea que afecta a la DSG 1 [190].
La DSG 1 también se afecta durante la proteolisis exfoliativa que produce la toxina A
del Staphylococcus aureus [191]. Múltiples mutaciones de la DSG 1 producen
alteraciones cutáneas como el queratoderma estriado palmoplantar, en el cual los
pacientes presentan bandas hiperqueratósicas en las palmas y en las plantas [192]. Se ha
podido observar que la interacción de estos complejos con los filamentos del
citoesqueleto regulan la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2 [193].
21.3. f r o t e d e r h m . La W l i a de las protocaderinas es ampiia. Poseen 7 dominios
a t m c & h m dependientes &1 cdcio. Se han descrito no S610 en vertebrados, sino
hmWn en & m o s organiam~ malticelularcs, lo que indica que son cadeiinas
ancestrales que han originado otras familias diferentes.
En los mamíferos se encuentran sobre todo en el cerebro y se han descrito más de 80
tipos en este tejido. Recientemente tres grupos de estas proteínas, que abarcan un total
de 52 protocaderinas, han sido identificados en el cromosoma 5q31.
Todas las protocaderinas comparten la misma fracción citoplasmática y su porción
extracelular varia, lo que favorece interacciones celulares diferentes [194]. Shapiro et al
[195] han propuesto que las protocaderinas pueden estar implicadas en la sinapsis
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neuronal, ya que sus propiedades estructurales y su presencia en la zona de la sinapsis
puede favorecer la transmisión de señales entre las neuronas.
Telo' et al [196] identificaron la caderina EV-2, perteneciente a la familia de las
protocaderinas. Esta proteína comparte la fracción extracelular con la caderina EV, pero
no se une al citoesqueleto celular. Se ha comprobado que favorece la adhesión celular
pero no interviene ni en la permeabilidad, ni en la inhibición de la migración, ni en el
crecimiento celular. Estos datos son consistentes con la idea de que la región
extracelular permite la adherencia celular, pero las consecuencias funcionales de esta
asociación dependen del fragmento intTacelular. La asociación de la caderina con las
cateninas y la actina refuerza la adhesión celular, pero es imprescindible para transferir
las señales que limitan el crecimiento y la migración celular. Diferentes estructuras
citoplasmáticas son responsables de respuestas celulares diferentes.
2.1.4. Las caderinas con 7 segmentos transmembrana (7TM) son otro grupo de
caderinas con una fracción extracelular implicada en la adhesión homotípica y el
establecimiento de la polaridad celular. Se caracterizan por una porción intramembrana
formada por 7 segmentos y una porción intracelular como el resto de las caderinas [197].
21.5. TA f m FAT. Todos los miembrw de esta f%milia poseen dominios
e ~ l r t m m muy @OS y, prubablemente, estos dominios no estén h i m e n t e
Mnpiiwdos en la adhcsi6n celular. Se ks ha relacionado con genes supresores de
tü imm y suelen estar presentes en tejidos con alta tasa de proliféracibn y son menos
pmvaientes en tejidos adultos. Se piensa gue pueden Eacilitar la sepamcidri celular que
permite la migraei6n C B ~ o incluso aduar como sensores de proximidad y bloquear
así k pm1if;eraci cehilar [198].
2.1.6. La caderina T fue originalmente descrita en el cerebro de embriones de pollo. Se le
ha atribuido un papel en las señales intercelulares más que en la adhesión celular [199].
L. gran diversidad de a tn ic tms de los miembros de la fhlii de las caderinas se ha
&q&do parn llevar i csbo mhltipIes funciones de rec~~iocimiento intacelular.
PrWpabm~e han sido nht&mdas con la dhesibn celular, pero participan en el
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reconocimiento celular, la organización del citoesqueleto y el control del crecimiento
celular.
Los genes de las caderinas clásicas se encuentran en el cromosoma 16q22 (disponible
en k base de &tos da1 gencm ?mmm a m.gdb .org) , los genes de las cadakm
desmosomales están situados sobre el cromosoma 18q22 [200] y las tres protocaderinas
(PWHa, PCDfi$ y P C m ) se dihm sobre el cnmmmma 5q31 y comparta una
organización genómica similar. Curiosamente, la región 5q31 es un locus de potencial
susceptibilidad para la esquizofrenia en familias israelitas y alemanas [201].
3* CADEIUNA EV Y P m A l l I L X D A D VASCULAR: PAPEL DEL
VEGF, LA HISTAMINA Y LA lFlBRINA
3.1, PAPEL DEL VEGF EN LA PERMEABSLIDAD VASCULAR
El VEGF y sus receptores zwqúms~~ la h v e del sistema que r e @ el crecimiento y
la diferenciación endotelial durante el desarrollo embrionario, al igual que en
determinadas situaciones fisiológicas y patológicas en el adulto.
El VEGF a m sistema de ligandos y receptores presentes en muchas ctlulas del
c q r r n i m . Se han descrito &.m isoformas del VEGF en humanos. El gen del VEGF
eit4 cmsliniicb por 8 exones. Los exones 1 a 5 y 8 esth siempre presentes en el ARNm
de VECrF, mientras que la expresión de los exones 6 y 7 está re@%& por roturas
alternativas. &te fenhe~) M e que existan 5 isofomas diferentes del ligando, cm
distintas longitudes p í o con una región comón, concretsmnte las isoformas WGFui,
VEGF,45, VEGF)65, VEGF,g9) y VEGF206 [202]. Las isoformas VEGF,2i y VEGF165,
p m c m impiicdas en el p c e s a de angiogbne9b [203] y son productog
característicos del ovario [204].
Al contrario que otros factores de crecimiento angiogénico, el VEGF es específico para
las células endoteliales, favoreciendo su división y permeabilidad. Se ha demostrado
que estimula la quimiotaxis y la migración celular y ambos fenómenos dependen de la
dosis y duración del estímulo.
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3.1.1. Receptores del VEGF
Los receptores para el VEGF están presentes en las células endoteliales y pertenecen a
la familia de las tirosin kinasas. También están presentes en las células de la teca interna
de los folículos humanos.
Se han k f e n ñ d úw meptmm de m m b m a apecIñcos para el VEGF, el receptor41
W F R - 1 ; Flt-1) y d meptor-2 (VEGErR-2; Fk-l/KDR)[205]. El receptor-2 esa
implicado en la regulación de la permeabilidad vascular, la angiogenesis y la
vrisculog~i8, y se i n * m bpkaci6n en procesos oncoIópieos de origen
ginecológico. Recientemente, Calera ei al [206] han encontrado una relación directa
entre la m p m i h de c a d d m EV y la cantidad de receptor-2 e x p d o por las. c6Mas
endoteliales, demostrando que la caderina EV es capaz de incrementar la vida media de
este receptor in vitro.
Se han estudiado diferentes moléculas bloqueantes del VEGFR-2 en modelos animales
que reducen el tamaño tumoral y la ascitis. Aunque los mecanimos que desarrollan la
ascitis sean diferentes en las neoplasias y en el SHO, todavía no se había logrado
impedir la ascitis en el SHO a través del sistema VEGF hasta que Gómez et ai [32]
nmtma que un sgcna bbqwmte del receptw2, el SU54I6, previene Los d o s
vasculares en ratas hiperestimuladas.
3.1.2, VEGF y derima EY
El VEGF y sus receptores son expresados durante la vasculogénesis embrionaria y la
angiogenesis tumoral, al igual que en determinados procesos angiogénicos durante la
vida adulta.
La formación de nuevos vasos implica la degradación de la matriz extraed ular,
omibhudi coa la m i p i 6 n de Ls celdas endotellales. de Los opilara mis proxhor.
Uno de loa pihnao, c r a t m , que probablemente ocum durante estc poícw, es eL
debilitamiento de los contactos intercelulares entre las células endoteliales y la
transición de un estado quiescente a un estado dinámico de migración celular. La
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regulación de la motilidad y adhesión de las células endotetiales a la matriz extracelular
es uno de los aspectos más importantes en el proceso de la angiogenesis. Además se ha
comprobado que estas áreas de replicación endotelial exhiben un incremento en su
permeabilidad vascular [207].
Los mecanismos responsables de la regulación de la permeabilidad vascular no están
completamente aclarados. Se ha comprobado que el VEGF induce fenestraciones, las
cuales podrían estar implicadas en la modulación de dicha permeabilidad.
Alternativamente, el VEGF puede actuar sobre las uniones intercelulares, que limitan el
flujo paracclular entre las células endoteliales [167].
En la adherencia celular se encuentran implicadas una gran variedad de moléculas, que
incluyen el complejo caderina-catenina, y un miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas implicado en la adhesión celular (PECAM / CD31).
Las caderinas son cadenas simples de polipéptidos transmembrana que participan en la
adherencia celular mediante uniones homofílicas, dependientes del calcio, y están
asociadas a la región de las uniones adherentes.
En este dominio de membrana, las caderinas forman complejos proteicos con las
cateninas intracitoplasmaticas. Se une a la p-catenina, a-catenina y plakoglobina y
directamente con el citoesqueleto celular a través de los filamentos de actina.
La caderina EV se expresa selectivamente en las células endoteliales en cultivos in
vitro. Se conoce su importancia en la regulación de la permeabilidad, migración y
formación de nuevos vasos sanguíneos [208]. Previamente, se sabía que el incremento
en la fosforilación de los residuos tirosina en las uniones intercelulares y en los
contactos célula-matriz extracelular se correlacionaba con fenómenos biológicos como
la migración celular, la motilidad celular y la siembra metastásica de las células
tumorales [209, 210, 211]. Recientemente, se ha podido comprobar que la fosforilación
de los residuos tirosina de la caderina EV, pl20 y p-catenina inicia la pérdida de
confluencia celular y favorecen la migración celular [166].
Hsser et ai [167] demostraron por primera vez la relación entre el VEGF y la caderina
EV. Sobre cultivos endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), observaron un
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incremento significativo en la fosforilación de los residuos tirosína de diversos
componentes de las uniones adherentes tras el estimulo con VEGF. En concreto,
observaron esta fosforilación sobre la caderina EV, (3-catenina, plakoglogina, pl20 y
PECAM. Esa fosforilación de las proteínas transmembrana se asoció con la pérdida de
integridad de las uniones intercelulares. Como el VEGF estimula la migración celular y
la permeabilidad, parece que la fosforilación de los residuos tirosina de la caderina EVy
las cateninas puede estar directamente relacionada con los cambios que se producen en
la adherencia celular durante estos procesos.
Fg9teri8xmetiEt, l a n h g e1 d 1212) demostraron in viva la relacibn ya demostrada in
i1ih entre el VEGF y la Eswkim EV. Egtos autores obseívaron un incremento m la
fosforilación de los residuos tirosina de la caderina EV en el pulmón, en el útero y
ovarios de fatones. EBta f w f d b c i h fbe mas marcada a nivel de útero y o & o s en
aquellos ratones hiperestimulados tras un tratamiento con hCG. Pudieron comprobar
tasrbih un hmemmto en ia expresióa de VEGFR-2, estableciendo una relaciún directa
entre el VEGF y la caderina F.V durante los procesos de angiogénesis oválica y aumento
de la permeabilidad a ese nivel.
Aunque las células endoteliales expresan ambos receptores para el VEGF, VEGFR-l y
VEGFR-2, parece que el responsable de estos cambios es este último. Se sabe que las
células endoteliales expresan 10 veces más VEGFR-2 que VEGFR-l [213] y sólo
aquellas células que expresan VEGFR-2 responden al VEGF con cambios en la
morfología celular, reorganización de los filamentos de actina, cambios en el contorno
de las membranas celulares y quimiotaxis [214]. El empleo de una molécula sintética
capaz de estimular el VEGFR-l (PIGF 152) no incrementa la fosforilación de las
proteínas transmembrana, ni los componentes de las uniones adherentes [167].
3.1.3. VEGF y SHO
Vuior ostudios @ e m n que el medidor del SHO time un origen ov6nco. En mujeres
hiperestimuladas, el ovario produce VEGF y otras citoquinas. Las células de la
gmndosa h i te imdas cn el follnilo ovino0 parecen ser Is principal fiiente origen del
YBGP en rapmna ai & d o oai hCG [32, 33, 90].
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Albert et al [16] demostraron que el endotelio tiene receptores para la hCG y que
responde al estímulo con hCG, liberando VEGF y aumentando la expresión del
VEGFR-2 en la superficie celular. Esto sugiere que las células endoteliales están
implicadas en la patogénesis del SHO, incrementando la permeabilidad vascular y no
sólo es responsabilidad de las células de la granulosa Iuteinizadas.
En un modelo animal de ratas hiperestimuladas se demostró que aquellas ratas
ovariectomizadas no desarrollaron ascitis ni aumento de la permeabilidad vascular,
apoyando el origen ovárico del VEGF [32].
El cuerpo lúteo parece ser el responsable del origen del VEGF [215]. Empleando
inmunohistoquímica, se demostraron niveles elevados de VEGF tanto en las células de la
granulosa como en los vasos neoformados del cuerpo lúteo. Esto puede ser interpretado
como la coparticipación del endotelio y del ovario en la producción de VEGF o puede ser
el resultado de la liberación rápida del VEGF desde las células Iuteinizadas a los capilares
próximos. Se observaron estos mismos resultados en la zona pelúcida de los folículos
atrésicos y preovutatorios. Próximos trabajos empleando hibridación in sittt deberán
clarificar si el ovocito participa también como íuente de VEGF.
bsi8 las isoformas VE63Fi2i y 76EGFia se expresan en el tiejido ovkiw humano sano,
en el cáncer de ovario y en el SHO, mientras que el resto de las isoformas se expresan
en otros tejidos [204]. Esto hallazgos pueden indicar que no son las diferentes isoformas
del VEGF las responsables de la clínica, si no la variación en la cantidad de VEGF
expresado las que justifican los diferentes patrones clínicos observados en la mujer
sana, en la paciente con SHO o en la que padece un cáncer de ovario.
Las Src, una familia de proteín kinasas muy abundantes en la membrana celular,
relacionan el receptor del VEGF con la caderina EV y activan la señal que incrementa la
paisoibilibd M o u t r y el raio de fen6menos como la mipcidii y quimioEexi8
celular [216].
El inhibidor sintético del receptor-2, el SU5416 no afecta a la expresión det receptor ni a
su afinidad por el VEGF. El SU5416 impide la activación de la familia Src y por tanto
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e¡ inicio de los cambios vasculares que favorecen la ascitis. La administración de este
inhibidor tras la inducción de la ovulación con hCG puede prevenir los efectos
vasculares de las pacientes que desarrollan SHO [32]. Weis el a! [217] demostraron en
ratones con un defecto en las Src, la disminución del tamaño de las metástasis
pulmonares y hepáticas. Por tanto, la interrupción de la señal hacia las Src es capaz de
estabilizar la barrera endotelial y suprimir la extravasación de células tumorales en
modelos animales. Por supuesto, esta no es la única llave para prevenir y tratar la
sintomatología del SHO y determinados procesos oncológicos, pero permite el
desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento basadas en el proceso fisiopatológico de
este síndrome y no en los tratamientos empíricos empleados hoy en día.
De hecho, el crecimiento tumoral, la neoangiogenesis y la formación de ascitis se ha
prevenido en animales con diferentes neoplasias de origen ovárico, empleando
tratamientos que actúan sobre el sistema VEGF, especialmente sobre el receptor-2.
W w z et ad 134 b mwtrado la e d m c i a cientifica de que este mismo tipo de
tratamientos pueden ser usados en el modelo animal del SHO. La seguridad de este
tratamiento en humanos no esta probada, ya que probablemente tenga efecto
" m t & n k w en asr+s paienks que realkm los tratamienta 4 inicio de fa gostacih.
Otra estrategia en la prevención del SHO seria el empleo de un inhibidor soluble del
VEGF. Este inhibidor evitaría la unión del VEGF a los receptores de membrana y por
tanto podría prevenir fenómenos como el aumento de la permeabilidad vascular y la
ascitis.
La actividad biológica del VEGFR-1 en las células endoteliales no está completamente
descrita, pero se sabe que es el VEGFR-2 es el principal mediador de los efectos sobre
la proliferación celular y la quimiotaxis.
El VEGFR-1 tiene una forma soluble (sVEGFR-1), producida por división alternativa
del ARNm precursor, que podría ser también producido en el proceso de proteolisis
[218]. En definitiva, esta forma soluble actúa biológicamente como inhibidor natural de
las acciones del VEGF, al obligar que mucho ligando activo se una a ella y no a los
receptores celulares. El sVEGFR-1 tiene una gran afinidad por el VEGF, de manera que
no se detectan formas libres de VEGF activo ni en sangre ni en líquido folicular.
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3.2. PAPEL DE LA HISTAMINA EN LA PERMEABILIDAD VASCULAR
El incremento de la permeabilidad microvascular por los mediadores de la inflamación,
como la histamina, se ha relacionado con la activación de la contractilidad del
citoesqueleto y con la formación de pequeños huecos o gaps entre las células
endoteiiales adyacentes, tanto in vivo como in vitro [168, 169]. Esto sugiere que ías
propiedades de las uniones intercelulares pueden estar afectadas durante el proceso de
inflamación de una manera directa y específica [219].
Andriopoulou et al [220] confirmaron que el estímulo endotelial con histamina
incrementa la fosforilación de los residuos tirosina de los componentes de las AJ.
Como se ha comentado previamente, la fosforilación de los residuos tirosina es un
mecanismo fundamental en la regulación de las AJ y de la caderina EV. En general, se
ha asociado con la alteración de las propiedades adherentes de estas estructuras y
favorecen la migración celular y su comportamiento invasivo. Sobre cultivos celulares
demostraron el incremento en la permeabilidad tras el estimulo con histamina, a través
de la fosforilación de las AJ y la formación de gaps intercelulares.
Varios trabajos han descrito mecanismos de acción diferentes de la histamina
inducir el aumento de la permeabilidad vascular:
1. Goeckeler et ai [221 ] demostraron que la histamina induce la retracción celular y
a t e e fmi ie regulo por h fodorilacibn de una de las cadaas de miosha. Esa.
contracción celular favorece la formación de pequeños gaps, responsables del
aumento de la permeabilidad.
2. Moy el al [222] comprobaron que la histamina no influye sobre la tensión
isométrica de la propia célula, sino que disminuye las fuerzas centrifugas entre
l s n d h h ~ E$& obscrvacih se podria justificar por el efecto que la
bhtdm ticsia sobre las fuerzas & adhesibn ea las uniones interceluiares. Se
sabe que la fosforilización de la caderina EV por la histamina se acompaña de un
daiwri*> en la h & pmteha unida d citoesqueleto [166]. Una posible
explicación es que la histamina, que cambia el estado de fosforilación de la
caderina EV y las cateninas, causa la disociación de la actina y esto produce un
Introducción 57
descenso en las fuerzas de anión intercelulares. Se ha demostrado que la
caderina N no se afecta por la histamina, lo que sugiere que su efecto es
específico sobre los mediadores asociados a las AJ.
3. La histamina reduce la síntesis de ZO-1, proteína asociada a las TJ [223]. Todos
estos datos refuerzan la idea de que la histamina aumenta la permeabilidad
endotelial por el efecto que produce sobre las uniones intercelulares.
Por tanto, se piensa que la inducción de la fosforilación de los residuos tirosina de la
caderina EV y de otras proteínas transmembrana, por parte de la histamina, puede
explicar el incremento en la permeabilidad vascular y el edema que origina esta
molécula.
338, PAPEL DE U EQBRWA EN LA PERMEABILIDAD VASCüLGR
La transformación del fibrinogeno en fibrina y su asociación con las plaquetas activadas
es el evento final del proceso de coagulación. La generación de fibrina y su interacción
con la pared vascular juega un papel importante en la hemostasis. En algunos procesos
clínicos, la formación del coágulo produce un daño tisular irreparable, como por
e&&plo en el tejido a o en el miocadio. Pero la formacidn de fibrha también
interviene en otros procesos biológicos, como la formación de nuevos vasos durante la
reparación tisular o el crecimiento tumoral.
Se ha demostrado que la fibrina, al igual que otras proteínas de la matriz exrracelular,
promueven la formación de nuevos capilares.
La interacción de la fibrina con las células endoteliales promueve la liberación del
factor von Willebrand, que posteriormente se une a las plaquetas, favoreciendo el
proceso hemostático [224]. La fibrina sirve como matriz extracelular que permite a las
células endoteliales migrar y formar nuevos capilares. Por tanto, dichas células
endoteliales deben expresar un receptor de membrana específico para algún fragmento
de la fibrina.
El proceso de formación de capilares no fue inhibido tras el empleo de anticuerpos
contra diferentes integrinas como la avp3, la PECAM o contra el dominio exrracelular de
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la caderina N [225]. Sin embargo, un anticuerpo que reconoce los dominios 1-2 de la
caderina EV sí rué capaz de detener el proceso de formación capilar.
Martínez et al [226] demostraron que el fragmento de la región terminal-N de la fibrina,
el fragmento NDSK II, se une con gran afinidad a las células endoteliales en cultivo.
Después estudiaron qué componente de las células endoteliales era capaz de unirse al
NDSK II, probando varios anticuerpos que inhibieran la unión de este fragmento de la
fibrina con su receptor. Solamente el anticuerpo que reconoce desde los aminoácidos 25
al 156 de la caderina EV impidió la unión del NDSK U con la caderina EV. Estos
estudios identificaron una interacción novedosa entre la fibrina y una proteína de
adhesión celular. Hsta asociación entre el fragmento NDSK II con la caderina EV se
produce por una unión heterofílica y calcio independiente, al contrario de lo que ocurre
en las uniones intercelulares, que son homofílicas y calcio dependientes.
Por tanto, el dominio extracelular está implicado tanto en uniones heterofílicas como
homofílicas, y esto podría ayudar a entender determinados procesos que se producen
durante el crecimiento rumora!. La posibilidad de actuar únicamente sobre el dominio
extracelular de la caderina EV relacionado con las uniones heterofílicas, produciría la
inhibición de la neovascularización tumoral sin afectar a las uniones transcelulares
homofílicas que regulan procesos fisiológicos que no deben ser alterados.
4. OTRAS FUNCIONES DE LA CADERINA DEL ENDOTELIO
VASCULAR
4.1. VASCULOGÉNESIS EMBRIONARIA
La vasculogénesis es un proceso mediante el cual los angioblastos se diferencian in s'itu
en células endoteliales que conectan y forman los vasos sanguíneos primitivos [227,
228]. Durante la embriogénesis, los angioblastos se diferencian desde el mesodermo
extraembrionario situado en la vesícula vitelina, donde se forma una capa de islotes de
células sanguíneas [229]. La vasculogénesis está regulada por la capacidad de las
células endoteliales de adherirse unas a otras y producir estructuras vasculares. Las
caderinas, como moléculas de adhesión, intervienen en este proceso, favoreciendo las
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uniones homotípicas y siendo responsables del mantenimiento de esa cohesión
intercelular.
La caderina EV se detecta en los primeros estadios de desarrollo vascular, tan pronto
como en el séptimo día de desarrollo embrionario, en Jas células mesodérmicas del
mesénquima del saco vitelino. En el noveno día la caderina EV se expresa en los islotes
de angioblastos que formarán las células endoteliales. Ai final del desarrollo
embrionario, su expresión se detecta en todos los tipos de endotelio, y los niveles más
bajos se sitúan en el tejido cerebral. Estrictamente se localiza en las uniones
transmembrana. Según estos datos, se ha especulado que la expresión de la caderina EV
y su localización puede estar asociada con la formación de las primeras estructuras
vasculares [230]. Determinados estudios in vi tro han demostrado que células
pluripotenciales con un defecto en el gen de la caderina EV no son capaces de formar
estructuras vasculares. Por esto se puede pensar que la presencia de esta molécula
adherente es fundamental para que se inicie el proceso de vasculogénesis embrionaria y
secundariamente el de morfogénesis [175, 184].
Otras proteínas de adhesión, como las integrínas y el PECAM, también se localizan en
las uniones intercelulares del endotelio [231] y aunque tienen un papel en el desarrollo
vascular, no son capaces de compensar la deficiencia de caderina EV en estas células
muladas. Por tanto, aquellos embriones con defectos en esta molécula transmembrana se
bloquean al inicio del desarrollo embrionario.
4.2. PARTICIPACIÓN DE LA CADERINA EV EN LA ANGIOGÉNESIS
La angiogénesis es un proceso biológico mediante el cual se forman nuevos capilares
desde vasos preexistentes, a diferencia de la vasculogénesis que consiste en la creación
de vasos sanguíneos durante el periodo embrionario. Este proceso es inducido por
fenómenos inflamatorios, en el daño ttsular, durante la ovulación y la menstruación, en
las reacciones inmunes y es imprescindible en el crecimiento y progresión de las
lesiones tumorales [232, 233].
Inicialmente se produce la degradación de la membrana basal del capilar gracias a la
acción de proteasas, como por ejemplo, los miembros de la familia de las
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metaloproteinasas de la matriz (MMP) [234]. Las células endoteliales migran hacia esa
zona creando nuevos vasos sanguíneos desde vasos próximos ya existentes. Las
moléculas de adhesión contribuyen a dicha migración favoreciendo las interacciones
con la matriz extracelular de estas células endoteliales. Rabascio eí ai [235]
demostraron que la cuantificación sérica de una molécula de adhesión como la caderina
EV y de ARNm podía ser empleado para valorar el fenotipo angiogénico de
determinados tumores malignos hematológicos. apoyando la participación directa de
esta molécula en la progresión tumoral.
La angiogénesis es un proceso complejo en el cual se mantiene un balance estrecho
entre las moléculas promotoras e inhibidoras:
a) Los promotores iniciales de la angiogénesis son diversos factores de crecimiento
como el VEGF, el factor de crecimiento de los fibroblastos (FGF) y citoquinas
como la IL-8 y la angiogenina [236].
El VEGF es un potente agente angiogénico y mitógeno estimulado por la hipoxia,
citoquinas y varias hormonas [237]. Eí VEGF estimula el aumento de la
m p h 50.000 veces m8s que la histrrmina y su presencia ha sido
demostrada en las neoplasias que favorecen la ascitis tanto en animales como en
humanos [238].
b) Las moléculas antiangiogénicas incluyen la angiostatina (fragmento interno del
plasminógeno) y las endostatina [239],
Hendrix et al [240] observaron que las células tumorales procedentes de melanomas
eran capaces de expresar en su membrana moléculas de caderina EV. Estas células
desarrollaron la capacidad de imitar a las células endoteliales y por tanto fueron capaces
de formar vasos intratumorales. Aquellos lumores menos agresivos y más diferenciados
que no expresaron caderina EV, no presentaron esa capacidad de inicio y
mantenimiento de la angiogénesis tumoral. Se han estudiado otras proteínas
transmembrana como el PECAM-1, pero no se ha encontrado una relación tan directa
entre su expresión y el potencial maligno de tumor, como en el caso de la caderina EV.
Esto abre nuevos caminos terapéuticos en oncología, que permitan interrumpir este
desarrollo angiogénico.
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Liao et al [241] demostraron que el bloqueo de la caderina EV con el anticuerpo anti-
caderina BV13 inhibió la angiogénesis, el crecimiento tumoral y las metástasis en
modelos animales de crecimiento tumoral del carcinoma de pulmón Lewis y del
carcinoma epidermoide A431. Estos datos demuestran el papel necesario de la caderina
EV en la angiogénesis y su característica como posible blanco de tratamiento en las
terapias antiangiogénicas. El bloqueo de esta proteína transmembrana induce apoptosis
en las células endoteliales y las inhabilita para el establecimiento de conexiones con ei
ambiente celular que las rodea. La masa tumoral no es capaz de formar vasos
funcionantes, por tanto disminuye el tamaño del tumor y aumenta la necrosis. Eventos
similares se han visto con el empleo de otros inhibidores de la angiogénesis como los
antagonistas de receptor-2 del VEGF [242],
Es h p r b n t e tbtmnr que el m t h a p o mticaderina EV BV13 time una aetividlad
tumoral muy potente in vivo a baja dosis. En contraste, otros anticuerpos contra el
VEGF o el receptor-2 del VEGF [242] necesitan 10 veces más dosis para obtener
ef&m s i m h w . Bl bmmat io em lrrs dosis de BV13 por ericclma de 50 pg/dosb
produce aumento de la permeabilidad en los capilares pulmonares y edema, y en
algunos casos la muerte de los animales en 24-48 horas. A dosis inferiores los
anticuerpos tienen gran afinidad únicamente por la caderina EV situada en los vasos
minórales en - E - posiblemente por su estnictura menos eficaz y par la g~an
actividad angiogcnica de la masa tumoral.
La investigación se orientó hacia la búsqueda de anticuerpos que fueran capaces de
actuar sobre la caderina EV en formación y sin afinidad por las AJ de los vasos ya
formados, y así evitar los posibles efectos secundarios. Estos anticuerpos sólo
reconocen epitopos de ciertas regiones de la fracción extracelular de la caderina EV que
están expuestos únicamente durante el proceso de angiogénesis (figura 4). Se identificó
el anticuerpo anticaderina E4G10 capaz de cumplir este requisito [243]. Se observó que
los ratones toleraron bien dosis de hasta Img/cada 3 días durante 6 semanas. No se
observó incremento en la permeabilidad a nivel cardiaco ni pulmonar, que sí fiíe mortal
con el anticuerpo BV13.
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Figura 4. Modelo de la unión selectiva del anticuerpo E4G10 sobre la vascularización
tumoral [243].
Otro de los anticuerpos estudiados fue el BV14 [244], que inhibe la angiogénesis y reduce
el tamaño tumoral, sin afectar la permeabilidad vascular. Los pulmones, el corazón y
otros órganos no presentaron incremento en (a permeabilidad, incluso tras dosis altas de
este anticuerpo. En estudios in vitro, tampoco se observó incremento en la permeabilidad
de la monocapa de células endoteliales, pero sí fue capaz de debilitar las uniones
endoteliales más recientes c inhibir la formación de nuevas estructuras vasculares. El
anticuerpo BV14 se une al dominio extracelular 4 (EC4), mientras que el anticuerpo
BV13 reconoce el dominio 1 (EC1), lo que puede, en parte, explicar el comportamiento
diferente de ambos anticuerpos. Las uniones estables de la caderina EV requieren la
participación de varios dominios. En cambio, las uniones más recientes, son
probablemente más débiles, porque en ellas se encuentran implicados menos dominios.
Los hemangiomas responden a este tipo de anticuerpos, pero el glioma C6 que expresa
altas concentraciones de VEGF es más sensible al anticuerpo DC101, contra el receptor
VEGF-R2. Por tanto, tumores diferentes requieren distintas estrategias antiangiogénicas.
Estos resultados tienen importantes implicaciones terapéuticas encaminadas hacia la
búsqueda de fármacos antiangiogénicos selectivos y seguros para los pacientes.
4.3. CADERINA EV Y APOPTOSIS ENDOTELIAL
La muerte celular programada o apoptosis es fundamental tanto en la homcostasis
tisukr m en e1 - l b & In Pinfermedad [245]. El sticlde d. Iris dlulas a la
matriz extracelular a través de las integrinas [246], al igual que las uniones celulares a
Introducción 63
través de las caderinas, juegan un papel importante en la supervivencia celular. Estas
uniones implican a una gran variedad de receptores transmembrana que se unen al
esqueleto celular. La organización de dicho citoesqueleto es determinante en la vida o
muerte de las células endoteliales.
Durante la apoptosis, un gran número de moléculas implicadas en la regulación del
citoesqueleto como la gelsolina o la a-fodrina se convierten en el sustrato de la rotura
proteolitica de las caspasas, proteasas relacionadas con la muerte celular [247].
Las células endoteliales que inician la apoptosis, en respuesta a la disminución de
diversos factores de crecimiento, presentan inicialmente retracción celular, alteraciones
en la membrana celular y pérdida de las uniones intercelulares. Estas observaciones
sugieren que la alteración del citoesqueleto favorece la pérdida de las uniones celulares
durante la apoptosis.
Un elemento importante implicado en las uniones interendoteliales son las AJ, en las cuales
la caderina específica es la caderina EV. Ya se ha descrito que esta proteína se ancla en el
citoesqueleto a través de las cateninas. Se ha demostrado que en la rotura de la p-catenina y
la plakoglobina puede intervenir una caspasa, que podría explicar la importancia de la
pérdida de estas uniones intercelulares durante la apoptosis celular [247].
La pérdida de integridad del complejo caderina EV-catenina se produce tras la unión de
neutrófilos, que son capaces de activar el endotelio [248]. La desorganización de las AJ
después de la activación por los neutrófilos no retrae ni daña la integridad del endotelio,
ya que no se altera la estructura de la ct-catenina. Sí se ha comprobado que aumenta la
permeabilidad vascular permitiendo el paso de células, pero parece que los mecanismos
son distintos a tos que se ponen en marcha durante la apoptosis celular.
Herrén et al [249] demostraron que durante la apoptosis endotelial participan dos
enzimas diferentes, una metaloproteinasa que rompe la porción intercelular de la
caderina EV y una caspasa que rompe el complejo caderina EV-cateninas-
plakoglobinas. La caspasa también es capaz de romper la estructura de una kinasa de
adhesión focal (FAK) y esto puede interrumpir determinadas señales de supervivencia
celular y activar la muerte celular programada. En estos cultivos de células, que han
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iniciado la apoptosis, se aislan fragmentos de gelsolina, tras la interacción con las
proteasas que inician el proceso de separación y muerte celular programada.
Por tanto, las caspasas y metaloproteinasas contribuyen a la pérdida de integridad de las
AJ dum& el proceso de apposis e n & & d . El inicí~ de la qmptosis tras la
deprivación de factores de crecimiento se inicia con la disolución de las AJ que puede
estar mediada por las metaloproteinasas que cortan el dominio extracelular de la
cvfderina EV y por las caqxsas qm mqm4 31 t x m p m cirderina EV-catenins-
plakoglobina intracelular. Tras esto se alteran las uniones con el citoesqueleto y se
activa el proceso de apoptosia$
4.4. IMPUCA@I& DE LA CADERINA EV EN LAS LESIONES
VMULARIES DE LA DIABETES
Los productos de la glicosilación avanzada (PGA) están directamente relacionada con la
disfunción endotelial asociada con las complicaciones micro y macrovasculares que
acompañan a la diabetes y a la edad avanzada. Se sabe que los PGA producen su efecto
a través de receptores celulares expresados por el endotelio. Se ha postulado que esta
acción se realiza a través de alteraciones en la organización endotelial, específicamente
a nivel de las AJ.
Ita e x p s k i i de mdthw~ o&lxdam de doteiio de cordón umbilical a PGA induce una
pérdida m lir cantidad & a d w h EV p m e & en la superficie celular y disminuye el
contenido e . - de eadr#jiaa EV y &l complejo al que se une diremente , las
cateninas. No se observan cambios ni en la cantidad ni en la estructura de otras uniones
intercelulares, como por ejemplo la molécula PECAM [250].
La disminución de los niveles de cateninas afecta a otras caderinas presentes en las
células endoteliales, como la caderina N. Esta es una caderina clásica presente en las
células dbkdbh . La gaddaa N M une a las cakninas y a los filamentos de actina,
pero en las hdhdm dotebks compite con ¡a cadeñna EV, por tanto se piensa que esta
presente en la membrana celular, pero no interviene directamente en las uniones
~ h h a . Parece que podr* m e r las uniones con otros tipos cehilarea presentes en
los vasos sanguíneos.
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Se ha demostrado que la unión de los PGA con el receptor celular genera agentes
oxidantes que lesionan la estructura celular. La aportación de antioxidantes como la N-
acetil-cisteina o la pirolidina ditiocarbamato previene el descenso de caderina VE [251].
Se han descrito cuatro receptores celulares para los PGA:
1. El complejo de oligosacaridos transferasa-48 (AGE-R1).
2. La fosfoproteína 80K-H (AGE-R2).
3. La galectina-3 (AGE-R3).
4. El receptor para los PGA (RAGE).
Este último es el mejor caracterizado de los cuatro. Es un receptor multi-ligando que
pertenece a la familia de las inmunoglobulinas. La interacción de los PGA con el RAGE
acelera el estrés oxidativo intracelular y altera diferentes funciones celulares. Esta
interacción incrementa la permeabilidad e interviene en el desarrollo de la vasculopatía
diabética. Se desconoce el mecanismo molecular exacto responsable de la disrupción de
la caderina EV en las células endoteliales, pero es esta alteración la responsable del
aumento en la permeabilidad vascular.
Davidson et ai [252] demostraron la pérdida de complejos caderina EV en pacientes
diabéticos con retinopatía diabética. Se observó que la presencia constante de PGA en
los capilares de la retina produce aumento de la permeabilidad y de la migración celular.
Esto mismo se ha podido observar en las complicaciones retinianas que padecen
pacientes de edad avanzada y podría explicar la neuropatía, la nefropatía y la
enfermedad macrovascular que padecen los enfermos diabéticos. Cada vez mas trabajos
recientes relacionan las alteraciones en la caderina EV con procesos degenerativos
vasculares como la aterosclerosis coronaria [253, 254] y se ha demostrado que
determinados tratamiento como la terapia hormonal sustitutiva o el raloxifeno pueden
disminuir la alteración de la caderina EV y secundariamente retrasar el progreso de la
lesión ateromatosa [255].
Como se ha comentado previamente, el VEGF es capaz de inducir también el aumento
en la permeabilidad y favorecer la angiogénesis a través de la fosforilación de los
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residuos tirosina de la caderina EV. El VEGF realiza esta acción sin afectar a la
cantidad ni a la expresión de caderina EV sobre la membrana celular. Por tanto, parece
que el efecto producido por los PGA está mediado por un mecanismo distinto al VEGF,
ya que sí afecta a la cantidad de caderina EV presente en la superficie celular.
4.4.1. Diabetes gestacional y caderina EV
Babawale et al [256] y Leach et al [257] describieron una reducción en la concentración
de proteínas transmembrana en los vasos ptacentarios procedentes de pacientes
diagnosticadas de diabetes gestacional y diabetes tipo 1. Estudiaron mediante
inmunofluorescencia la cantidad de caderina EV, catenina-p, ocludina y ZO-1 y
observaron una señal menor en los vasos de las placentas de dichas pacientes. Estos
resultados sugieren que aunque el insulto diabético sea durante un corto espacio de
tiempo, se altera la expresión de las proteínas transmembrana endoteliales. Estos
cambios traducen un fallo en el funcionamiento de la barrera transplacentaria.
Cambios similares fueron observados por Wang et al [258, 259] cuando estudiaron la
distribución de la caderina EV en el endotelio de venas umbilicales procedentes de
pacientes diagnosticadas de preeclampsia. Se observó desorganización de las AJ con
una expresión menor de la caderina EV en la membrana celular. En el tercer pase de los
cultivos HUVEC se restablecieron los contactos intercelulares y la expresión de la
c & r h a RV frre mmpambfie a los contcolea.
Estos datos apoyan la importancia de la barrera endotelial en la fisiopatologia de la
diabetes gestacional y la preeclampsia y abren nuevas vías de investigación basadas en
los aspectos moleculares y celulares dañados en ambas patologías.
OBJETIVOS/HIPÓTESIS DE TRABAJO
— ^
El síndrome de hiperestimulación ovárica se caracteriza por un aumento en la
permeabilidad capilar, lo que favorece la formación de ascitis y el derrame pleural.
Se ha demostrado un incremento significativo en las concentraciones plasmáticas y en
ei líquido folicular de VEGF, después de la administración de hCG, en tas pacientes con
riesgo aumentado de desarrollar un SHO.
Una de las proteínas implicadas en la unión intercelular del endotelio vascular es ia
caderina EV. El VEGF afecta a la permeabilidad vascular in vitro e in vivo porque
induce la fosforilación en los residuos tirosina del complejo de la caderina EV en las
células del endotelio vascular [167. 260]. A partir de estos datos desarrollamos nuestra
hipótesis de trabajo, que consiste en comprobar que:
ha m & h c & de la cadaha EV, a travQ de la aocibn directa de VEGF, p d d a set la
responsable del atmma~ be la pmnabilicsad celular mdotefial y, por tanto, justifica la
clínica de ascitis y derrame pleural observada en pacientes que padecen el SHO.
Para comprobar esta hipótesis se realizaron los siguientes experimentos:
EXPERIMENTOS //V VITRO
1. C m i p d m r mmo las fa&=Ir iopMcados en el: SHO modifican h liberacibin
de li flYcceeii d i ible de In crderina EV
Pirra o l i o ~ ~ a cabo, sobre cultivos en monocapa de HUVEC, diferentes
tratamientos con E2, hCG, VEGF y anti-VEGF.
Además, intentamos definir el inicio y la duración del efecto del VEGF sobre la
s a # W b de &aid&~ BV, mmtmiendo uria dosis fija de VEGF (aquella que ha
producido mayor secreción de caderina EV en los experimentos anteriores).
2. Demostrar que el incremento en la liberación de la fracción soluble de
caderina EV no es producido por la lisis o por la proliferación celular del
cultivo HUVEC
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3. Estudiar los cambios que el W F W P ~ en el dtmquelete de Im céluias
HUVEC, que pueden e q k r ei arimeBtu de la pembi?idad emdotelid
P m éllo se ambmm Iss cambia morf016gilcns or i jpdos por la
reorganización de los filamentos de actina tras los diferentes estímulos, mediante
el micmscopiio de flw-Cia.
4. Cuantificar la permeabilidad de la monocapa HUVEC
h k d h t e b m B d i & de la cantidad de afbhmba marcada con isotiocianato
fluorescente (albúmina-FITC) que atravesó la monocapa HUVEC sometida a
diferentes concentraciones de VEGF y anti-VEGF.
EXPERIMENTOS IN VIVO
M & lo~ nivelen d r i & de h fricddn rolrble de la aderhii EV en pacientes
mmWm a mthnlncián ovhrfcs para ciclos de fecundaclbn in vitro y evaluar
su eorreladm con el SHO temprano y tardío.
Estas determinaciones se realizaron en diferentes momentos tras la estimulación
ov$risa, wimpmah a las ~ ~ que desan01lamm el SHO temprano wn un
griipo cgdltml de pcimtes xmetidas al mism tratamiento de estimula~ih, pero
que no i r n o ni sintomas ni signos del SHO t&prano.
En las pacientes que desarrollaron el SHO temprano y que consiguieron la
gestación, se midió semanalmente la concentración sérica de la caderina EV en
aquellas que desarrollaron síntomas y signos compatibles con el SHO tardío. En
el grupo r se b h y d a pacientes gcstaotes tras m ciclo de dooación de
ovocitos, por tanto sin estimulación ovárica previa. En ambos grupos, el
seguimiento clínico y las determinaciones séricas de la caderina EV se
realizaron hasta que se confirmó el latido embrionario positivo.
Materiales y
MATERIALES Y MÉTODOS
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1. DISEÑO EXPERIMENTAL
Para estudiar la relación entre la caderina EV y el SHO se diseñó un trabajo
experimental dividido en dos partes:
- Experimentos in vitro desarrollados sobre cultivos celulares sometidos a los
mismos estímulos que las pacientes con SHO.
- Experimentos in vivo basados en el seguimiento y valoración de los cambios en la
liberación sérica de la fracción soluble de la caderina EV en las pacientes que
desarrollaron el SHO temprano y tardío, durante el tratamiento médico para una
fecundación in vifro.
Primero se llevaron a cabo los experimentos in vitro con cultivos celulares primarios
derivados de células del endotelio vascular de cordón umbilical humano {human
umbilical vein endothelial cells - HUVEC).
Para ello se desarrolló el protocolo de laboratorio que permitió realizar el
aislamiento celular a partir de los cordones umbilicales y el mantenimiento de los
cultivos. Los cordones umbilicales fueron donados por pacientes sometidas a la
intervención de cesárea en el Hospital Universitario La Paz. La indicación de
cesárea en todos los casos fue por presentación podálica o por no progresión de
parto y se excluyeron las pacientes que desarrollaron diabetes gestacional y
preeclampsia y aquellas con rotura prematura de membranas mayor de 12 horas.
Posteriormente, se realizaron los experimentos de los diferentes estímulos y el
bloqueo de la liberación de la caderina EV por los cultivos HUVEC y los cambios
en la permeabilidad endDtaM
Bn segundi Lugar, e s&M un i n c clinico, pmspedivo y de cohortes. Para ella,
se incluyeron 62 pacientes que acudieron al Instituto Valenciano de Infertilidad para
la realización de un tratamiento de fecundación in vitro. Todas las pacientes fueron
sometidas a una estimulación ovárica con gonadotropinas, según protocolos
habituales. Después de la punción folicular, se realizó el seguimiento clínico para
valorar el desarrollo de síntomas y signos del síndrome de hiperestimulación
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ovárica temprano, que permitió clasificar a las pacientes en el grupo de estudio o
en el grupo control.
Tras la determinación sérica de la (i-hCG en sangre como prueba de embarazo,
aquellas pacientes que consiguieron la gestación fueron valoradas clínicamente para
determinar el desarrollo del síndrome de hiperestimulación tardío, y se incluyeron
en el segundo grupo de estudio. En esta segunda parte, como grupo control se
seleccionó a pacientes gestantes tras un ciclo de donación de ovocitos, ya que son
pacientes que no han sido estimuladas con gonadotropinas y no han recibido hCG
exógena, tan sólo la hCG producida por el sincitiotrofoblasto.
La memoria del proyecto de investigación fue aprobada por el comité ético y
científico del Instituto Valenciano de Infertilidad y el consentimiento informado se
obtuvo firmado por todas las participantes en el estudio (Apéndice).
2. PRODUCTOS QUÍMICOS EMPLEADOS
Los reactivos de laboratorio, empleados para este trabajo, fueron adquiridos a
diferentes labóratenos farmacéuticos y se detallan en la tabla II.
Tabla II. Reactivos empleados.
PRODUCTOS
Colagenasa tipo IA
Tripsina - EDTA
17-pestradiol
hCG
VEGF humano recombinante
Anticuerpo anti-VEGF
Azul de Tripan
Kit I MTT
Albúmina - FITC
Faloidina - TR1TC
LABORATORIOS
Sigma-Aldrich Chenoie (Steinheim, Alemania)
Gibco Invitrogen Co. (Paisley, Escocia, UK)
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO)
hCG-Lepori 2500 UT, Farma-Lepori (Barcelona)
R&D Systems Inc. (Minneapolis, MN)
R&D Systems Inc. {Minneapolis, MN)
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO)
Roche Diagnostics Co. (Indianapolis, IN).
Sigma-Aldrich Co. (St Louís, MO)
Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO)
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3. - O DE ~ a ~LULAS Y ~ C M C A DEL CULTXV~
CELULAR
Las venas de los cordones umbilicales fueron sometidas a cuatro lavados con medio
de cultivo Dulbecco's Modified Eagle's Médium (DMEM) con 4.5 gr/L de glucosa y
sin L-Glutamina (Cambrex Bio Science Verviers, Bélgica) para arrastrar los restos
sanguíneos. Posteriormente, se cateterizaron las venas umbilicales, y tras pinzar los
dos extremos de los cordones, se rellenó el calibre venoso con colagenasa tipo 1A y
medio DMEM (vol / vol 1:10). Los cordones se mantuvieron 10 minutos a 37 °C, en
una atmósfera humidificada con un 5% de CO2. Pasado este tiempo, se despinzó un
extremo y se recogió el medio acumulado en el calibre venoso. Este medio fue
centrifugado a 2000 x g durante 10 minutos. El sobrenadante fue eliminado y las
células aisladas fueron resuspendidas en un 1 mL de medio de crecimiento endotelial:
EMB CC3121 + EGM™-2 SingleQuots® CC-4176 (Clonetics®, Cambrex Bío
Science Walkersville Inc., Walkersville, MD), que contiene suero bovino fetal (2%),
heparina (0.1%), factor-B de crecimiento de fibroblastos humano (0.4%), IGF (2%),
factor de crecimiento endotelial (2%), hidrocortisona (0.04%), sulfato de gcntamicina
y anfsterieina S (2%).
La viabilidad celular fue superior al 95% comprobada mediante la tinción con Azul
de Tripan y fueron sembradas sobre placas de 6 pocilios, con una densidad de
15000-20000 células / cm2 (comprobado mediante cámara de Neubauef). Los
cultivos se mantuvieron a 37 °C, en una atmósfera humidificada con un 5% de CO2,
y se esperó a que la monocapa fuera completa. Posteriormente las células en
monocapa se pasaron por métodos estándar de tripsinización (Tripsina-EDTA con
medio DMEM vol / vol 1:10) a placas de 12 pocilios y fueron cultivas con medio
EMB + EGM. De nuevo se esperó a tener una monocapa confluente para realizar los
experimentos. Las células endoteliales fueron comprobadas morfológicamente todos
los días en un microscopio óptico invertido (Nikon Eclipse T5100).
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4. EXPERIMENTOS DOSIS - RESPUESTA Y DE CINÉTICA TEMPORAL
PARA CUANTIFICAR LA FRACCIÓN SOLUBLE DE LA CADERINA EV
Primero se realizaron los experimentos dosis - respuesta, añadiendo diferentes
concentraciones de:
a) 17-0 estradiol: (0, 10~6, 10'5, 10"4, 10~3 mol/L de E2, reconstituido en alcohol y
diluido en medio de cultivo EMB +• EGM) sobre el cultivo endoteliai en monocapa.
Tras 24 horas de incubación a 37 °C y 5% de CO2, se recogió el medio
condicionado. Este medio fue centrifugado brevemente a 4 °C, para eliminar las
células, y almacenado a -80 °C, hasta sei determinada la fracción soluble de la
caderina EV mediante un kit de ELISA disponible comercialmente. Se realizaron un
total de tres experimentos.
b) hCG: El segundo punto estudiado fue el efecto de dosis crecientes de hCG
durante 24 horas. Un rango de concentraciones de hCG desde 0 hasta 1000 UI/mL
(0, 1, 100, 1000 UI/mL) fueron añadidas, considerando que entre 100 y 200 UI/mL
se encuentra la dosis máxima encontrada in vivo después de 24 horas [261]. De
nuevo el medio condicionado fue recogido y almacenado. Se realizaron un total de
tres experimentos.
c) VEGF: Posteriormente, se estudió el efecto de dosis crecientes de VEGF (0, 10,
100, 1000 pg/niL) sobre el cultivo HUVEC en monocapa. Se realizaron un total de
tres experimentos.
d) hCG + VEGF: También se comprobó si existe incremento aditivo en la
secreción de caderina EV tras la adición de 1000 UI de hCG a las diferentes
concentraciones de VEGF.
e) anti-VEGF + VEGF: Por último, se valoró si la secreción de caderina EV es
inhibida añadiendo anticuerpos anti-VEGF a la monocapa celular estimulada con 10
pg/mL de VEGF. Las dosis de anti-VEGF empleadas fueron 0, 75, 150 y 300
pg/mL. Se realizaron un total de tres experimentos.
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En segundo lugar, se realizaron los experimentos de cinética temporal para definir
el inicio y la duración del efecto del VEGF sobre la secreción de caderina EV. Para
ello se estimularon los cultivos en monocapa de células endoteliales con dosis fijas
VEGS (100 pg/mL) y se a m p m m ~ cm un contrr,l. El niedio condicimado fúe
recogido a los 10 minutos, 3, 6, 12, 24 y 48 horas del estímulo con VEGF y
almacenado en las mismas condiciones descritas previamente. Se realizaron un total
de tres experimentos.
CO~S~PROBACI~N DE LA VIABILIDAD Y PROIJFERACI~N CELULAR
La viabilidad celular se comprobó con un colorante vital (Azul de Tripán) y la
proliferación celular se determinó mediante un ensayo cotorimétrico con MTT (3-
(4,5-dtmetihiazol-2-y1)-2,5-dipenihetrazolmm hromide), con el objetivo de
comprobar que el incremento en la secreción de caderina EV no era debido a la lisis
o muerte celular o a la proliferación celular.
El A i d de T&%n a wn d o & que se introduce en el interior de lm ctlulw qua.
psentan m t m s sn k membmm~ Asi pues las cdiuias que aparecen teiridbis,
claramente de color azul, son consideradas no viables. Una vez finalizados los
experimentos comentados en el punto n° 4, se extrajo el medio de cultivo y los
cultivos endoteliales en monocapa fueron lavados tres veces con PBS.
Posteriormente se tiñeron con el colorante vital Azul de Tripán y se realizó un
último lavado con PBS para eliminar el colorante sobrante. La lisis celular se
comprobó con el microscopio óptico invertido (Nikon Eclipse T5100).
El ensayo colorimétrico MTT, descrito por primera vez por Mosmann en 1983, se
emplea para cuantificar de una forma no radioactiva la proliferación celular. Este
experimento está basado en la habilidad de la enzima mitocondrial deshidrogenara
de las células vivas para romper el anillo tetrazolium del MTT y fonnar cristales
púrpura. Estos cristales son impermeables a las membranas celulares y se acumulan
entre las células vivas. Estos cristales se solubilizan mediante una sustancia
detergente y el número de células supervivientes es directamente proporcional a la
cantidad de cristales púrpura formados. El color puede ser cuantificado mediante un
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simple experimento colorimétrico. Los resultados pueden ser leídos mediante
espectrofotometría en un lector de placas de ELISA. La longitud de onda para medir
la absorbancia de los cristales púrpura debe ser entre 550 y 600 nm, de acuerdo a los
filtros disponibles para el lector de ELISA empleado.
Tras finalizar los experimentos, se añadieron 50 uL de reactivo MTT a cada pocilio.
Después de un periodo de incubación de 4 horas en una atmósfera hurnidifícada, a
37 °C y 5% de CO2. se añadieron 500 uL de una solución disolvente a cada pocilio y
las placas permanecieron toda la noche en el incubador. Tras comprobar la
disolución completa de los cristales púrpura, se cuantificó la absorbancia
espectrofotométrica de las muestras empleando un lector de placas del ELISA, a una
longitud de onda de 570 nm.
Por tanto, un incremento en el número de células vivas produce a su vez un aumento
en la actividad metabólica de la muestra. Este aumento se relaciona directamente
con la cantidad de cristales púrpura formados, y la intensidad óptica del color puede
ser cuantificada mediante el estudio de la absoTbancia.
6. CAMBIOS DE LA MORFOLOGÍA CELULAR INDUCIDOS POR LOS
ESTÍMULOS
Las células HUVEC fueron cultivadas en placas de 6 pocilios sobre cubreobjetos,
esperando hasta alcanzar la monocapa completa:
a) Se incubaron durante 24 horas sometidas a varios estímulos: Ej (105 mol/L),
liCG (1000 DI), VEGF (10 y 100 pg/mL), hCG (1000 UI) + VEGF (100 pg/mL) y
por b l t b , V1IOF (10 pghL) + utCVEGF (150 pg/mL).
b) En una segunda fase se estimularon los cultivos endoteliales con 100 pg/mL de
VEGF y se observaron los cambios en la morfología celular a lo largo del tiempo,
estudiando e! cultivo celular a los 10 minutos del estímulo, 3,6,12 y 24 horas.
Después de estos tratamientos, las monocapas celulares fueron lavadas tres veces
con PBS y fijadas con paraíbrmaidehido al 0,5% en PBS, a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Posteriormente se lavaron tres veces más con PBS y se
mantuvieron durante 8 minutos en una solución con Tritón X-100 (Boehringer
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Mannheim, Mannheim, Alemania) en PBS, a temperatura ambiente, para
permeabilizar la membrana celular. En el último paso se lavaron cuatro veces con
PBS y se añadieron 40 uL de faloidina-TRITC (isotiocianato tetrametilrodamina)
(concentración final 20 mg/mL) a cada cubreobjetos durante 45 minutos,
preservando los cultivos de la luz ambiental. La faloidina se une a los filamentos de
actina del citoplasma, quedando así la actina marcada con TRITC.
Mediante el análisis con microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E400) se
observó la disposición de los filamentos de actina tras los diferentes estímulos,
comparándolos frente a una monocapa celular control cultivada en condiciones
badea.
7, EXPERMWTOS DE PEWABILIDAD FUNCIONAL
Por último, se analizó la permeabilidad funcional de la monocapa celular. Para ello
se realizó la medición del paso de albúmina marcada con isotiocianato fluorescente
(albúmina - FITC) a través de la monocapa endotelial sometida a varios estímulos.
La monocapas HUVEC fue sembradas sobre filtros Transwell (Figura 5) (Costar,
Cambridge, MA) en placas de 24 pocilios, con una superficie plástica porosa
(diámetro de los poros de 5 um) y cultivadas con 400 jiL de medio EGM + EBM en
la cámara superior y 1200 JÍL del mismo medio en la cámara inferior. Las
monocapas se desarrollaron durante tres días sin cambiar el medio de cultivo, hasta
que alcanzaron la confluencia.
Albúmina - FITC
HUVEC
Medio de cultivo
Figura 5. Esquema del filtro Trartswelí con el cultivo en monocapa HUVEC.
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Para los experimentos se añadieron 5 u l de albúmina - FITC (concentración final 2
rng/mL) en la parte superior de todos los pocilios e inmediatamente después cada
uno de los cultivos fue sometido al estímulo del VEGF (10 y 100 pg/mL) y VEGF
(10 pghL) + a d c m r p onü-VEGF (158 p # d ) y VEGF (100 pghd,) +
anticuerpo anti-VEGF (150 pg/mL) y fueron comparados frente a un cultivo
HUVEC cmml .
Tras la incubación de las monocapas en una atmósfera humidificada, a 37 °C y 5%
de CO2, se recogieron muestras de 50 ||L de medio condicionado del compartimento
inferior de los pocilios, a las 2, 4, 6, 12 y 24 horas. En cada uno de los momentos,
tras la recogida de las muestras, se añadieron 50 \iL de medio de cultivo F.GM +
EBM en el compartimento inferior, para mantener el equilibrio hidrostático entre
ambas cámaras. El medio condicionado fue congelado y almacenado a -80 °C.
El medio congelado en Eppendorf de cada una de las condiciones de cultivo fue
descongelado. Tras la descongelación, cada muestra se colocó en un pocilio de una
placa de 96 pocilios de fondo plano (Nunc®, Wiesbaden, Alemania). El contenido
fluorescente de cada una de las muestras fue medido mediante
espectrofotofluorometría (SPECTRAFluor Plus; 94390; Firmware: V 4.23 - 09/98;
XFLiUOR V m i b : V 321; TECAN), La longitud de anda empleada fue de 488 nm,
y la medida se realizó por triplicado, tomándose el valor medio obtenido. Mediante
este método se determinó la cantidad de albúmina marcada que atta-vesó la
llmmmpa ea z-qwsta a Im diferentes esthulos.
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8. SÍNDROME DE H1PERESTIMULACIÓN OVÁRICA TEMPRANO
8.1. Protocolos de estimulación e inducción de la ovulación
El tratamiento médico para la estimulación e inducción de la ovulación se realizó
siguiendo dos de los protocolos habituales empleados para la FIV en el Instituto
Valenciano de ~ ~ La dc;awPipcien de ambos trpitamientw se detallo a
continuación:
- Protocolo largo de estimulación con agonistas de la GnRH.
La triptoretina subcutánea (Decapeptyl diario 0,1 mg; Laboratorios Ipsen
Pharma, Barcelona), a dosis de 0,1 rag/día, se inició en ta mitad de la fase lútea
de! ciclo previo a la estimulación ovárica. Cuando la supresión hipofisaria fue
demostrada (niveles séricos de estradiol < 30 pg/mL [100 pmol/L]) y el reposo
oválico rué comprobado por ecografía (ningún folículo con diámetro mayor de
10 mm), se disminuyó la dosis de triptorelina a 0,05 mg/día y se añadieron 150
UI de folitropina alfa (Gonal-f 75 Ul; Laboratorios Serono, Madrid) y 75 UI de
menotropina (Menopur; Laboratorios Ferring, Madrid). La monitorización del
desarrollo folicular se realizó mediante ecografías transvaginales seriadas y la
dc$trminach de h niw1a s&oo5 de estradíol. Las dosis de folitropha li* y.
menotropina fueron ajustadas tras 5 días de estimulación, de acuerdo a la
respuesta folicular observada en cada paciente y los niveles de estradiol sérico
comprobados el tercer día de la estimulación. Treinta y seis horas antes de la
punción folicular se administraron 10.000 UI de hCG (hCU-Lepori 2500 UI;
Lqbofatoriais F m - m BmxIo~). El soporte de la h e l$tea se t.ealia6 con
progesterona natural micronizada vía vaginal, 400 mg/día (Progeffik 200;
Laboratorios Effik, Madrid). Ninguna paciente recibió progesterona
b # m m u - ni bCC3 a m o soporte de la faise Mtea.
Protocolo de estimulación con antagonistas de la GnRH.
El segundo día del ciclo (contando como primer día el inicio de la
menstruación) se realizó la ecografía transvaginal y la determinación de estradiol
sérico para comprobar el reposo ovárico (nivel de estradiol < 30 pg/mL [100
pmol/L]). Se inició la estimulación ovárica controlada con 150 UI de folitropina
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alfa (Gonal-f 75 UI; Laboratorios Serono, Madrid) y 75 UI de rnenotropina
(Menopur; Laboratorios Ferring, Madrid). Las dosis de folitropina alfa y
menotropina fueron ajustadas tras 4 días de estimulación, de acuerdo a la
respuesta folicular observada en cada paciente y los niveles de estradiol sérico
comprobados el tercer día de la estimulación. Cuando al menos un folículo
alcanzó un diámetro medio de 14 mm se inicio la administración del antagonista
de la GnRH, ganirelix 0,25 mg/día (Orgalutran, Laboratorios Organon Española,
Barcelona). Treinta y seis día horas antes de la punción folicular se
administraron 10.000 UI de hCG (hCG-Lepori 2500 UI; Laboratorios Farma-
Lepori, Barcelona). El soporte de la fase lútea se realizó con progesterona
natural micronizada vía vaginal, 400 mg/día (Progeffik 200; Laboratorios Effík,
Madrid). Ninguna paciente recibió progesterona intramuscular ni hCG como
soporte de la fase lútea.
Tanto las pacientes del grupo de estudio como las pacientes del grupo control fueron
sometidas a la punción folicular, bajo sedación, para la captación ovocitaria. La
transferencia embrionaria se Tealizó el tercer día de desarrollo embrionario.
Ninguna paciente fue cancelada por el riesgo de hiperestimulación, ni sus embriones
fueron criopreservados.
8.2. Selección de las pacientes participantes
Las pacientes sometidas a estimulación ovárica, con uno de los dos tratamientos
anteriormente descritos, fueron clasificadas en dos grupos atendiendo a los tres
criterios de inclusión que se detallan a continuación:
- Tamaño ovárico mayor de 5 ctn.
Ascitis con o sin derrame pleural.
Evidencia analítica de hemoconcentracíón, demostrada por el aumento del
hematocrito por encima del 45% o por leucocitosis superior a 15000 leucocitos/ mm3.
En el grupo de estudio se incluyeron 28 pacientes, sin antecedentes médicos de
interés, que desarrollaron síntomas y signos de SHO temprano grave, de acuerdo
con el sistema de clasificación de Golan et al [62] (tabla 1). Todas ellas presentaron
niveles séricos de Ej iguales o superiores a 3500 pg/mL, el día de la administración
de la hCG y cumplieron los tres criterios de inclusión.
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Tabla I. Clasificación clínica de Golan et al [62] para el síndrome de
hiperestimulación ovárica.
Leve
Moderado
Grave
Crítico
Estradiol sérico elevado
Ovarios menores de 5 cm
Distensión abdominal
Náuseas, vómitos o diarrea
Tamaño ovárico entre 5-12 cm
Ascitis (hidrotórax / derrame pericárdico)
Disfiinción renal
Oliguria menor de 600 ml/24 horas
Niveles de creatinina 1.0-1.5 mg/dL
Aclaramiento de creatinina > 50 ml/min
Hematocrito > 45%
Leucocitosis > 15000
Ascitis a tensión con hidrotórax y derrame pericárdico
Hematocrito > 55%
Leucocitosis > 25000
Disfiinción renal grave
Oligoanuria
Niveles de creatinina > 1.6 mg/dL
Aclaramiento de creaiinina < 50 ml/min
Distrés respiratorio del adulto
Fenómenos tromboembólicos
Algunas pacientes presentaron síntomas gastrointestinales como diarrea y vómitos.
Las manifestaciones cIinic85 pmsemcb por las p a c i - incluidas en d gnipo de
estudio se muestran en la tabla III.
Tald iID. MaMfas~imes clínicas del SI30 p v e
Variable Valor
T m a b ová+co medio ( m )
Ascitis
Derrame pleural
Hematocrito (%)
Leucocitos (células/mnr1)
Nivel Ei (pg/mL)
Síntomas gastrointestinales
67.2I3.5
28(100)
5(17.9)
47.711.2
170501550
37471315.3
10(35.7)
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En el grupo control se incluyeron 34 pacientes, sin antecedentes médicos de
importancia. Estas pacientes fueron sometidas a un ciclo de estimulación ovárica
para FIV y no desarrollaron ningún síntoma, ni se observaron valores analíticos
compatibles con el síndrome de hiperestimulación ovárica temprano.
Todas ellas presentaron niveles séricos de E2 inferiores a 3500 pg/mL el día de la
administración de la hCG.
La distribución de los dos protocolos de estimulación e inducción de la ovulación, tanto
en el grupo estudio como en el grupo control, no resultó heterogénea (p = 0.386).
8.3. Cronología de los controles
Para el seguimiento del síndrome de hiperestimulación temprano se realizaron 5
controles mediante ecografía transvaginal y las extracciones de las muestras de
sangre por venopunción en el antebrazo (figura 6). Los controles se realizaron el día
de la captación ovocitana (tomando este control como basal), el día de la
transferencia embrionaria (todas las transferencias se realizaron en el día +3 de
desarrollo embrionario), dos controles más el día + 6 y + 9 tras la punción folicular
y un último control el día del test de gestación en sangre, que coincide con el día +
12 tras la transferencia embrionaria. La prueba de embarazo se realizó mediante la
determinación de p-hCG en sangre. En la ecografía se determinó el tamaño de los
ovarios y la existencia o no de ascitis.
Punción
folicular
Transferencia
embrionaria
+ 6 + 9 Test de
gestación
Figura 6. Cronología de los controles
Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 1000 x g durante 10 minutos y el
suero fue almacenado a -80°C hasta que se determinó la fracción soluble de la
caderina EV.
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8.4. Seguimiento de las pacientes diagnosticadas de SHO temprano
Las 28 pacientes hiperestimuladas fueron ingresadas en el hospital de día y en
algunas ocasiones se realizó un seguimiento ambulatorio diario.
Fueron tratadas con soluciones coloides y cristaloides intravenosas. Las soluciones
coloides empleadas fueron el bidroxieíilalmidón (PM 200.000/0,6) a) 6% en solución
isotónica de cloruro sódico (ELOHES®, Fresenius Kabi España, S.A., Barcelona) y la
Albúmina Humana al 20% (Instituto Grifols S.A., Barcelona). Como solución
cristaloide se empleó la solución isotónica de cloruro sódico al 0,9% (B Braun
Medical S.A., Barcelona). Los tratamientos intravenosos se administraron según las
variables hemodinámicas y la medición de la orina recogida durante 24 horas.
Se realizaron hemogramas y pruebas de coagulación, control de los electrolitos
séricos y de la función hepática y renal. El tamaño de los ovarios y la cantidad de
ascitis se calcularon con ecografia transvaginal y abdominal. El derrame pleural se
valoró por la exploración física.
Ninguna paciente requirió ingreso en una unidad de cuidados intensivos y en tres de
ellas fue precisa la realización de paracentesis evacuadora, debido a la distensión
abdominal y al deterioro de su estatus respiratorio. El seguimiento clínico se realizó
hasta la recuperación total de las pacientes. Para ello, fue imprescindible comprobar
que el tamaño oválico era normal y la desaparición de la ascitis por ecografia
transvaginal, así como la normalización de todos los parámetros analíticos.
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9. SÍNDROME DE HIPERESTIMULACIÓN OVÁRICA TARDÍO
9.1. Selección de las pacientes participantes
En la segunda parte del estudio clínico se continuó con el control semanal de las 10
pacientes con SHO temprano que consiguieron gestación. El objetivo fue
diagnosticar cuales desarrollaron síntomas y signos de SHO tardío.
Los criterios de inclusión fueron los mismos que para el síndrome de
hiperestimulación temprano:
- Tamaño ovárico mayor de 5 cm.
Ascitis con o sin derrame pleural.
- Evidencia analítica de hemoconcentración, demostrada por el aumento del
hematocrito por encima del 45% o por leucocitosis superior a 15000 leucocitos/ mm\
En este e gmpe de egbdh se i n c h i y m 8 pacientes que ampUan los tres
criterios de incbión, es decir, la cibica de hipemthuiaci6n se mantuvo o
empeor6 tms el diagnústrco de la p d a c i b .
Las manifestaciones clínicas presentadas por las pacientes incluidas en el grupo de
estudio se muestran en la tabla IV.
Tabla IV. Manifestaciones clínicas del SHO tardío.
Variable Valor
Tamaño ovárico medio (mm) 74.2 + 1.7
Ascitis 8 (100)
Derrame pleural 4 (50)
Hematocrito (%) 49.3 ±2.1
Leucocitos (células/mm3) 19500 ± 550
Nivel E2(pg/mL) 39351256
Síntomas gastrointestinales 1 (12.5)
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En el grupo control se incluyeron 6 pacientes, sin antecedentes médicos de interés,
que gestaron tras un ciclo de donación de ovocitos.
Estas pacientes no desarrollaron ningún síntoma relacionado con el SHO temprano
durante la preparación endometrial, ni con el SHO tardío tras la consecución de la
gestación.
9.2. Protocolo de preparación endometrial en la donación de ovocitos
En las pacientes incluidas en el programa de donación de ovocitos se aplicó
t r i p b m U i n - , una dosis única de depósito de 3,75 mg @ecapepty1 3,75
MG; Laboratorios Ipsen Pharma, Barcelona) en la mitad de la fase lútea del ciclo
previo a la donación ovocitaria. Con esta dosis se consiguió la desensibilización
hipofisaria durante un mes.
La ppzmci6a edomtrial se r e a W m d h t e terapia h m a a l sustitutiva, 6
mgldh de v d e r i - de e W d (Pragynuvw1; Labsratorios Cicsa Sheíing, Madrid)
vía oral, durante 15 días. Posteriormente, se comprobó el grosor y morfología
endometrial mediante ecografía transvaginal (grosor medio: 8,5 ± 0,2 mm, con
endometrio trilaminar), y se determinó la concentración sérica de 17-p estradiol (171
± 14 ps/mL). Se oomplet6 la terapia con 800 mg/dia de pmgesterona natural
m i a m i d a vía va&& (Pmgeffik 200, Labmbrios E£&., Madrid), mlizando la
& r e n c h mbrionaRa al teser día del inicio de la progesterona vaginal,
9.3. Cronología de los controles
Pata al aeguhimto del sfdmme de hipemtimaIacih tnrdfo se realizaron 3
controles semanales posteriores a la determinación de (J-hCG en sangre, mediante
ecografía y extracciones de muestras de sangre, cumpliendo las condiciones
antdcram~ni bedonadas . Ea las e c o @ a s , al mismo tiempo de m & el tamúlo
de 10s o v d m y obsmw la d t a x i a o no de wit is , se comprobb le i m p h t a c i h
intrauterina del saco gestacional y el número de sacos implantados. En el último
control ecográftco se comprobó la existencia de latido embrionario.
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16. ENSAYO BE INMUNOABSORBANCIA LIGADO A E N - @LISA)
PARA LA IFELACCI~N SCRLUBLE DE U EADEMNA EV
La concentración de la fracción soluble de la caderina EV humana se determinó
mediante un kit de ELISA específico para la caderina EV (Bender MedSystems,
Viena, Austria), siguiendo las instrucciones de la casa comercial.
Brevemente, la técnica (figura 7) está basada en un anticuerpo monoclonal
específico para la fracción soluble de la caderina EV con el que se cubre la
superficie de los pocilios de la placa. Las muestras a analizar se añaden a los
pocilios, de modo que la caderina EV que contengan estas muestras quedará ligada
al anticuerpo inmovilizado. Tras el lavado de las proteínas no ligadas, se añade un
anticuerpo conjugado con biotina que se unirá como un sandwich a la caderina EV
ligada al anticuerpo inmovilizado en el fondo del pocilio. Después de lavar el exceso
de anticuerpo, se añade estreptavidina-HRP (horse radish peroxidasé) que se
adherirá al anticuerpo anti-caderina EV conjugado con la biotina.
Una solución substrato -con un cromógeno- se une con el reactivo HRP presente en
los pocilios, y este proceso va a dar un color a los pocilios que será proporcional a la
cantidad de caderina EV que existía en cada muestra. Esta reacción coloreada se
detienie oon un Bei& y 9e m & h intensidad 6ptica del color ai un lecme de placai
de BLISA, r ima lwngiaid de & de 450 m.
Según el fabricante, no hay reactividad cruzada con otras proteínas que pueda
afectar al resultado. La sensibilidad para la caderina EV es de 0.15 ng/mL. Cada
determinación se realizó por duplicado. El coeficiente de variación intra e inter-
ensayo fue de 4.1 % y 7.2 %, respectivamente.
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Pocilio
Y Y Y Y
Anticuerpo
anti-
caderína EV
ía Incubación o Caderina EV(muestra)
Biotitia conjugada
2a incubación
Esíreptavidína-
I tRP conjugada
3a Incubación Substrato
Substrato
coloreado
Figura 7. Técnica del ELISA para la detección cuantitativa de la fracción soluble de
la caderina EV humana.
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II . ANÁLISIS ESTADÍSTICO
El número de cultivos primarios realizados (n = 40) fue suficiente para poder repetir
en al menos tres ocasiones los distintos experimentos llevados a cabo y así
demostrar diferencias significativas, en caso de existir.
El erstudio etWMic0 se m h 5 media& el análisis de Ia varianza fANO.VA) pata
mmpmar eritre los difg.entes g r t p s . El test de Scheffe h e aplicade cuaado
ANOVA mostró diferencias estadísticamente significativas.
Los datos clínicos y demográficos fueron comparados mediante el test jf o prueba
exacta de Fisher y la / de Student. Todos los datos fueron expresados como la media
± error estándar o bien como el número de casos y el porcentaje del total. Se ha
analizado la evolución de las concentraciones séricas de ta fracción soluble de
caderina EV, a lo largo de los diferentes puntos de control, empleando el análisis de
la covarianza. El coeficiente de correlación de Pearson también fue empleado. Se
generó un modelo de regresión logística univariante para identificar si la
determinación de caderina EV podía ser considerado un factor pronóstico de
desarrollo de SHO. De este modo se ofrece la OR ajustada.
La significación estadística fue definida como una p < 0.05.
Todo el estudio estadístico se realizó con el Programa Estadístico para Ciencias
Sociales (SPSS W., Ciiic~~, L, USA).
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1. SECRECI~N DE LA FRACCI~N S a U B L E DE LA CADERZNA I PQR~
LOS CULTIVOS EN MONOCAPA DE HUVEC
1.1. Experimentos dosis - respuesta
a) EmRADIOlt
Primero comprobamos el efecto que produce el estradiol en la secreción de la fracción
soluble de caderina EV por la monocapa de células endoteliales. La Fig. 8A muestra el
resultado de dosis crecientes de estradiol sobre el cultivo HUVEC, pasadas 24 horas del
estímulo. No hubo incremento en la liberación de caderina EV hasta que no se estimuló
el medio de cultivo con una concentración de estradiol de 10'3 mol/L. Sin embargo, la
apariencia morfológica de las células sugirió más un efecto tóxico que una acción
fisidógia. como lo o k c n i m ia Fig. 9B. Aparte de artc remitado, el esirpdtol no
causó ninguna diferencia significativa en la liberación de caderina EV.
b) BCG
Después los cultivo5 cehrlares fueron estimuladas con ¿bis crecientes de hCG durante
24 h (Pig. E ) . Se oherv6 un ímmmnmto signiñcativo (p < 0.05) en la l i - e i b n de
mderixm EV a partir de 100 Ui de IiCG como se puede cmprobiu en fa Fig. $B.
e) VEGF
Pa t s rkmmte , se compcoap oW elcf& del VEGF & r e el cultivo HWEC. Para este
fin, añadimos concentraciones crecientes de VEGF y medimos la concentración de
W i k h m , pasadas 24 haas. La dosis de 100 WmL de VEGF p h j o un incrementa
significativo (p<0.05) de la concentración de caderina EV y con la dosis de 1000 pg/mL
se pudo oompsokr m n i t o hmbidn significativo. pcro el aspedo de B monocapa
oshda, al t&mcopio óptico, mgirib el efecto tdxico de es$. conanhacih de VEOF
Opfg. &C, 9D y 9E).
d) VEGF + hCG
Por ultimo, se comprobó el efecto aditivo que los estímulos de VEGF y hCG juntos
ejercen sobre la liberación de caderina EV. Para ello, añadimos dosis crecientes de
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VEGF con una dosis fija de hCG (1000 UI) y se observó el aumento significativo en la
liberación de caderina EV con el estímulo de 100 pg/mL de VEGF + 1000 UI de hCG
frente al estímulo único con 100 pg/mL de VEGF {Fig. 8D y 9F)
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Figura 8. Secreción in vitro de caderina EV por el cultivo HUVEC tras 24 horas de
tratamiento con concentraciones crecientes de estradiol (A), hCG (B), VEGF (C) y
dosis crecientes de VEGF junto a una dosis fija de 1000 UI/mL de hCG (D).
Control: cultivo HUVEC en condiciones básales, n = 3. * p<0.05.
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Figura 9. Apariencia morfológica de los cultivos HUVEC tras 24 horas de estímulo.
Control (A), efecto tóxico de 10"J mol/L de estradioi (B), hCG 1000 UI/mL (C), VEGF
100 pg/mL (se puede obsen'ar el contorno irregular de las membranas celulares) (D),
efecto tóxico de 1000 pg/mL de VEGF (E), efecto aditivo de 100 pg/mL de VEGF y
1000 UI/mL de hCG que provoca la separación celular (F).
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Finalmente, se comprobó si el efecto del VEGF sobre la secreción de caderina EV
podía ser bloqueado por dosis crecientes de anticuerpos anti-VEGF. Se comprobó que
manteniendo una dosis fija de VEGF (10 pg/rnL), se bloqueaba el efecto estimulante
que el VEGF ejerce sobre la liberación de caderina EV tras la adición de 75 y 150
pg/mL de anti-VEGF, pasadas 24 horas (Fig. 10 y 11 A). La adición de 300 pg/mL de
anti-VEGF puede ejercer un efecto agonista paradójico sobre el metabolismo celular,
que podría explicar la llamativa elevación de los niveles de caderina EV observados en
este experimento (Fig. 11B).
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Figura 10. Liberación de caderina EV en presencia del anticuerpo anti-VEGF en
c u l w H W K , n = 3. * p4.05.
Figura 11. Cultivo HUVEC estimulado con 10 pg/mL de VEGF. Aspecto morfológico
tras el bloqueo con 150 pg/mL de anti-VEGF (A) y posible efecto agonista de 300
& m L de m4-VeGF (B).
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1.2. Experimentos de cinética temporal
Tras los experimentos anteriores se comprobó que el VEGF es el estímulo más eficaz en
la liberación de caderina EV por los cultivos HUVEC. La dosis de 100 pg/mL consigue
la máxima secreción de caderina EV, sin resultar tóxico para la monocapa celular.
Seguidamente, se diseñó un experimento para definir el inicio y la duración del efecto
del VEGF sobre el cultivo HUVEC. Para ello, las monocapas celulares fueron
estimuladas con una dosis fija de VEGF (100 pg/mL) y el medio condicionado se
recogió a los 10 minutos del estímulo, 3, 6, 12, 24 y 48 horas. Los resultados
obtenidos fueron comparados con un cultivo control en condiciones básales.
Comprobamos como el VEGF ya induce un incremento en la secreción de la fracción
soluble de la caderina EV a las 3 horas del estímulo. Sin embargo, este aumento resulta
significativo a las 12 horas y se mantiene a las 24 horas (Fig. 12). En la Fig. 13H, se ha
señalado con flechas los cambios morfológicos observados en el contomo celular que
podrían justificarse por el efecto producido por el VEGF [16] y que se traduce en el
mmento de ta liberacibx kh la +wimh.~ EV,
Se observó que a las 48 horas este efecto resultó tóxico para las células, comprobado
por la disminución en la liberación de caderina EV (Fig. 12), las alteraciones de la
morfología celular y la pérdida de la confluencia del cultivo (Figura 13L).
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Figura 12. l ibmci6n de caderina EV ea el tiempo, tras el e s h u I a de una dosis fija de
t ; (100 p d d , ) , n = 3. Tiempo O representa la secrecidn de caderina EV 10 minutosdespubs de la adición de VEGF. * 6 . 0 5 .
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P & u i U . E f W de 100 pJmL de VEGP sobre la apariencia morf016gioa de los
&tivos HWEC (B, D, F. H. J, L) coaipPncbs aia cultivo6 en condiciones basales m
estimulados (A, C!, E. O, 1, Y). Los cmtroles fúmn r eabdos a los 10 minutos del
e s - (A, B), a las 3 bmis (C, D), a las 6 horas (E, F), a las 12 hora (G, H), a Las 24
horas (I, J) y a las 48 horas (K, L).
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2. ESTUDIO DE LA VIABILIDAD Y LA PROLIFERACIÓN CELULAR DE
LOS CULTIVOS HUVEC
2.1. Tinción con Azul de Tripán
En todos los experimentos realizados se comprobó posteriormente la viabilidad celular
mediante la tinción con un colorante vital. Se empleó Azul de Tripán, que permitió
valorar la lisis celular mediante microscopio óptico y asi poder demostrar que el
incremento fisiológico de la caderina EV no se debió a la rotura de las membranas
celulares.
Tras el estímulo con dosis crecientes de estradiol, se comprobó que la dosis de 10"3
mol/L resultó tóxica para las células, con pérdida total de la confluencia del cultivo. Por
tanto, el incremento observado en la secreción de la fracción soluble de la caderina EV
no puede ser justificado en este caso desde un punto de vista fisiológico.
Los cultivos HUVEC estimulados con diferentes concentraciones de hCG no mostraron
signos de rotura de las membranas celulares. El aumento en la liberación de caderina
EV comprobado tras los estímulos con 100 y 1000 UI/mL de hCG puede ser explicado
por la acción ejercida por la hormona sobre la estructura y el metabolismo del cultivo y
no por la muerte cehdar.
El VEGF ejerce un efecto fisiológico con dosis de 10 y 100 pg/mL, observando que tras
la adicibn & 10OQ pgh& se eleva la l o i ~ ~ ~ n de la fraccidn miuble de la cadenna
EV Ia la muerte Cehllwr.
La mismo m m tras d b i v coa el a t i c m p o m * V E G F , que disminuye la
secreción de caderina EV con dosis de 75 y 150 pg/mL, manteniendo la morfología
celular y la confluencia del cultivo. Cuando la dosis de anti-VEGF se incrementa hasta
300 pg/mL se produce una respuesta paradójica, elevándose la concentración de
caderina EV por la pérdida de la confluencia del cultivo celular, probablemente debido a
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En los experimentos de cinética temporal, el estímulo con 100 pg/mL de VEGF fue
tóxico para el cultivo celular a partir de las 48 horas del estímulo. Esto se puede
observar en la Fig. 14, cuando se compara con un cultivo control tras 48 horas en
condiciones básales.
Figura 14. Cultivos HUVEC tras 48 horas en condiciones básales (A) y tras el estímulo
c o a 1 0 0 W m L d e W F ( B ) .
2.2* Ensaya e e i u ~ o can MTT
L8 proLiffmtciiQ aliilai fue esindiada mdhnte el - y o mlorímBtrico con MT&$
mapmdD l . amenzW6n de eristriles ~"pura de loa difereates cultivos mediant&;
q m c t m f - El ensayo M'iT cuantifica la pralifmci6n y viabilidad cekulac, y as1
se puede demostrar que el incremento fisiológico de la caderina EV no se debe a
cambios en la proliferación celular,
a) ESTRADIOL
Los cultivos celulares estimulados con diferentes concentraciones de estTadiol no
mostraron diferencias estadísticamente significativas en cuanto a la proliferación
celular, excepto la concentración de 10"J mol/L de cstradiol que presentó menor
absorbancia, probablemente relacionado con la muerte celular provocada por esta dosis
tóxica (Fig. 15A).
b)hCG
Tras los estímulos con concentraciones crecientes de hCG tampoco se observaron
diferencias significativas en la proliferación celular, manteniendo todos los cultivos la
misma densidad celular al final del experimento (Fig. 15B),
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c) VEGF y VEGF + hCG
Los cultivos sometidos a diferentes estímulos de VEGF mostraron menor metabolismo
celular con las dosis de 100 y 1000 pg'mL, a las 48 horas del estímulo. También se
confirmó la toxicidad de la dosis de 1000 pg/mL a las 24 horas del inicio del estímulo (Fig.
15C). Al igual que cuando se realizó el experimento con 1000 pg'mL de VEGF y 1000
UI/mL de hCG (Fig. 15D). Esto justifica que las variaciones en la liberación de caderina
EV, con dosis elevadas de VEGF y hCG, puede estar relacionado con la muerte celular,
d) Anti-VEGF
En el bloqueo con dosis de 300 pg/mL de anti-VEGF también se observó la
disminución en el metabolismo celular, por lo cual podemos deducir que el aumento en
la liberación de la caderina EV puede ser producido por la lisis y muerte celular o por
un efecto agonista paradójico (Fig. 15E).
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Figura 15. Ensayo eolorimctrico con MTT para estudiar la proliferación celular de los
cultivos HUVEC tras el estímulo con dosis crecientes de estradiol (A), hCG (B), VEGF (C),
VEGF + 1000 UI/mL de hCG (D) y el bloqueo con dosis crecientes de anti-VEGF (E).
Absorbancia espcctrofotomctrica medida a una longitud de onda de 570 nm.
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3. EXPERIMENTOS DE PERMEABILIDAD: CAMBIOS DE LA
MORFOLOGÍA CELULAR
Seguidamente, se analizó si los cambios morfológicos observados en los cultivos
celulares pueden ser los responsables del aumento en la permeabilidad vascular que se
observa en la pacientes con SHO. Para este fin, se observó la organización del
citoesqueleto celular, a través de la distribución de los filamentos de actina.
Los cultivos HUVEC, sometidos a los diferentes estímulos descritos previamente,
fueron observados mediante microscopía fluorescente tras la adición de faloidina-
TRITC. La Fig. 16A muestra la disposición normal de los filamentos de actina en
condiciones básales y que no se afecta tras la adición de estradiol (10'5 mol/L) al medio
de cultivo (Fig. 16B). Sin embargo, el estímulo con hCG (1000 UL'mL) induce la
contracción de las células cndoteiiales manifestada por la reorganización de los
filamentos de actina más próximos a las membranas celulares (Fig, 16C). Estos cambios
fueron más marcados cuando el estímulo se realizó con VEGF (100 pg/mL) o con
VEGF (100 pg/mL) + hCG (1000 UI/mL) como se observa en las Fig. 16D y 16E,
respectivamente. Esta modificación en el contomo y en cí citoesqueleto celular puede
explicar el incremento de la permeabilidad vascular en pacientes hiperestimuladas.
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Figura 16. Permeabilidad capilar de HUVEC empleando microscopio de fluorescencia
para analizar la disposición de los filamentos de actina. Control (A); células tratadas con
10-smol/L de cstradiol (B); células tratadas con 1000 UI/mL de hCG (C); células
tratadas con 100 pg/mL de VEGF (D); células tratadas con 1000 UI/mL de hCG + 100
pg/mL de VEGF (E). Tinción con faloidina-TRITC, concentración final de 20 mg/mL.
El bloqueo del efecto del VEGF fue estudiado a través del tratamiento de los cultivos
con VEGF y anticuerpos anti-VEGF. Los anticuerpos fueron capaces de inhibir el
efecto del VEGF sobre los cambios morfológicos observados en el contorno endotelial
y en la reorganización de los filamentos de actina (Fig. 17B).
Figura 17. Células tratadas con 10 pg/mL de VEGF (A); células tratadas con 10 pg/mL
de VEGF + 150 pg/mL de anli-VEGF (B). Tinción con faloidina-TRITC, concentración
final de 20 mg/mL.
Resultados 104
Por ultimo, se analizó el inicio y la duración de ios cambios observados en el cultivo
HUVEC tras el estímulo con 100 pg/mL de VEGF. Los cultivos celulares fueron
tratados con VEGF bajo las mismas condiciones descritas previamente. El efecto del
VEGF se detuvo tras la adición de faloidina-TRITC a los 10 minutos, 3, 6,12, 24 y 48
horas. Mediante estos experimentos se pudo comprobar que el VEGF induce los
cambios en la morfología celular y en la organización de los filamentos de actina de
manera muy precoz. A los 10 minutos ya se puede ver cierto grado de reorganización en
los filamentos de actina mas próximos a las membranas celulares (Fig, 18A). A las 3
horas, en algunas zonas se inician los cambios en el contorno celular, mostrando cierto
grado de contracción celular (Fig. 18B), que se hace más evidente a las 6 horas (Fig.
18C). A las 12 y 24 horas la morfología celular se observa totalmente alterada (Fig. 18D
y 18E), con los filamentos de actina reorganizados y las membranas celulares
contraídas, por tanto el espacio intercelular es mayor.
El efecto producido por el VEGF es tóxico a las 48 horas. E! cultivo celular pierde por
completo la confluencia y las células se despegan de la superficie del pocilio, por lo cual
no es posible realizar el mareaje correcto con la faloidina-TRJTC (Fig. 18F).
Resultados 105
Flgprn 18. Efecto de 100 pghL de VEGF sobe HUVEC a lo largo del tiempo. Los
cultivos fuam detakbs con faloidina-TRITC a los 10 minutos (A), 3 hom (B), 6
horas (C), 12 horas (ID), 24 horas (E) y 48 horas (F). Tinción con faloidina-TRITC,
concentracibn final de 20 mglmL
4. E$TXD10S DE PERMEABILIDAD FUNCIONAL DE LA MONOCAP
HUVEC
Hemos demostrado que el VEGF modifica la disposición de los filamentos de actina en
las células cndoteliales, modificando el contorno celular. Estos efectos se observan a los
10 mmittos del est~mulo y ee hscen m8s prmuncidm a las 24 horas del tratiurddib
Estos datos indican que el VEGF promueve diversos cambios celulares que afectan a
funciones biológicas como la permeabilidad y migración celular, que están regulados a
través de su mecanismo de acción sobre la caderina EV.
Para confirmar si estas alteraciones morfológicas tienen alguna repercusión funcional se
estudió el efecto del VEGF sobre la integridad de las uniones intercelulares, midiendo la
permeabilidad de la monocapa endotelial confluente. Para ello empleamos albúmina
marcada con FITC.
Las células HUVEC cultivadas sobre filtros Transwell fueron tratadas con VEGF (10 y
100 pg/mL). La permeabilidad de las monocapas para la albúmina - FITC fue
determinada en diferentes momentos (2, 4, 6, 12 y 24 horas) midiendo la intensidad de
la fluorescencia del medio recogido del compartimiento inferior del Transwell. En el
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experimento control, sin VEGF, la concentración de albúmina - FITC en el
compartimiento inferior se fue incrementando lentamente en los diferentes momentos
estudiados. Cuando las células fueron cultivadas en presencia de VEGF, se observó un
aumento significativo de la permeabilidad para la albúmina - FITC, si se compara con
el cultivo control. Estas diferencias fueron significativas después de las 6 horas del
estímulo con VEGF y persistieron hasta las 24 horas (Fig. 19). Se observó además una
mayor permeabilidad de la monocapa tras el cultivo con 100 pg/mL de VEGF, en
comparación con 10 pg/mL.
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Figura 19. Ratio del incremento de las unidades de fluorescencia de albúmina - FITC
que atraviesan las monocapas HUVEC sometidas al estímulo con el VEGF (10 y 100
pg/mL) comparados frente a un cultivo control. 6 horas, p<0.05; 12 horas, p<0.01;
24 horas pO.001.
Posteriormente, se comprobó si el anticuerpo anti-VEGF era capaz de bloquear el
aumento en la permeabilidad de la monocapa producido por el estímulo del VEGF. Para
ello se añadieron 150 pg/mL de anticuerpo anti-VEGF a los cultivos HUVEC
estimulados con 10 y 100 pg/mL de VEGF. Se observó que el aumento en la
permeabilidad producido por 10 pg/mL de VEGF era bloqueado por el anticuerpo, ya
que la concentración de albúmina - FITC en el compartimiento inferior se incrementa
lentamente a lo largo de los momentos estudiados. Este incremento describe una línea
supcrponible a la que se observa en el cultivo control (Fig. 20 y 21 A).
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En los cultivos estimulados con 100 pg/mL de VEGF no se produjo el bloqueo con la
dosis de 150 pg/mL de anti-VEGF (Fig. 20 y 2IB). Los experimentos dosis - respuesta
descritos previamente demostraron que cuando la dosis de anti-VEGF se incrementa
hasta 300 pg/rnL se produce una respuesta paradójica, elevándose la concentración de
csiderairt EV y e e d m m la p&dida de la eoñfarumtk dd mhivo celular, probablemente
debido a un %fec&t k6xico del anticuerpo. Par kub , no se pmbmn dosis superiores a
150 pg/mL de anticuerpo.
i 2 25 -,
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I 1 15
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4 6 12
Tiempo (horas)
24
•VEGF 10 pg/mL + anti-VEGF
•VEGF 100 pg/mL + anri-VEGF
Control
Figura 20. Ratio del incremento de las unidades de fluorescencia de albúmina - FITC
que atraviesan las monocapas HUVEC sometidas al estímulo con el VEGF (10 y 100
pg/mL) + anticuerpo anti-VEGF (150 pg/mL), comparados frente a un cultivo control.
6 horas, p<0.05; 12 horas, p<0.01; 24 horas p<0.01.
Resudados 108
B
S «
« i
B 5
© o
25 i
e
o
3
y a . .
i •=
•2 I 5
-5 = A
ito
 
d(
em
en
=
_
R
at
i
.2
'3
flu
on
(A
•o
u
n
í
25
20
15
10
5
0
6 12
Tiempo (loras)
24
• VEGF
• « - VEGF
10
1(1
^•™• Control
pg/mL +
pg/raL
anti-VEGF
4 6 12
Tiempo (horas)
24
—••— VEGF
- • • - VEGF
100
100
* Control
pg/mLH
pg/mL
- anti-VEGF
Figura 21. Ratio del incremento de las unidades de fluorescencia de albúmina - FITC
que atraviesan las monocapas HUVEC sometidas al estímulo con el 10 pg/mL de VEGF
comparado con 10 pg/mL de VEGF + 150 pg/mL de anti-VEGF (A), y el estímulo con
100 pg/mL de VEGF comparado con 100 pg/mL de VEGF + 150 pg/mL de anti-VEGF
(B). Se puede comprobar que en el caso de 100 pg/mL de VEGF, el anticuerpo no
produce bloqueo en !a permeabilidad del cultivo y se describen dos líneas
superponibles.
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5. D E DE ~ E ~ S T I M U L A C Ó N O V ~ C A TEMPRANO
5.1. Características de las pacientes del grupo de estudio y control
Tabla V. Características clínicas y demográficas de las pacientes
Variable
Edad media
1MC (kg/m2)
FSH basal
LII baaal
b i h de la estedidad (años)
Causei de esteriLidad:
- Factar mascnüno
- FIUo de bembaclón
-SOP
- Tubárica
- Endometriosis
- Origen h o c i d ~
Duración tratamiento (días)
G o n a d o t r o p i n a s l i l i
Estradiol (pg/mL) día de hCG
T a m a b m * medio @m)
Opocitoo receperiidm
Metafase II
ErailRiom totales
E * transferidos
Embriones congdados
Gestaciones
Gemelares
Pacientes con SHO
(n = 28)
32.1 ±0.7
24.1 ± 1.5
6.9 *0.5
7.5 ± 0.9
2,5 k 0.2
14 (50)
2(7.1)
8 (28.6)
0(0)
2(7.1)
2(7.1)
11,2 ±0,4
2234 ± 229.4
3747+315.3
67.2 ±3.5
21.3 ±1.6
16.1 ±1.3
11.6 ±1.2
2.7 ±0.1
3.2 ±0.9
10(38.5)
4(44.4)
Controles
(a» 34)
33 ± 0.9
26.1 ± IfJ
7.1 *0.5
5.3 ± 0.5
2.8 A 0.3
12(35.2)
12 (35.2)
4(11.8)
2 (5.9)
1 (2.9)
3 (8.9)
l l . l ± 0 . 3
3299 ±275
1825 ±156.7
49.9 ±3.6
16+1.6
12.6±1.6
9± 1.4
2.6 ±0.1
2.5 ± 0.8
16(51.6)
4(23)
P
0.421
0.412
0.840
0.049
0.409
0.305
0.013
0.117
0.497
0.585
1.0
0.759
0.006
0.0OÍ
0.001
0.028
0.123
0.181
0.667
0.567
0.425
0.773
Ñola: Los valores se presentan como media ± error estándar o n° (%).
I Resultüdos 110Las características de las participantes estudiadas para el SHO temprano se resumen en
la Tabla V. Se ha marcado con estilo negrita aquellas variables que resultaron
estadísticamente significativas. Los dos grupos no fueron heterogéneos para la edad
media de las pacientes, el índice de masa corporal (IMC) y la determinación de FSH
basal el tercer día del ciclo menstrual. Si se observan niveles de LH significativamente
mayores en el grupo que desarrolló el SHO temprano, justificado por la mayor
proporción de pacientes diagnosticadas de síndrome de ovarios poliquíshcos que se
incluyeron en el grupo de estudio.
Los dos grupos no fueron heterogéneos también en la duración en años ni en la causa de
la estedidad, & o im a6mem de aros clssificados con d diagn6stiea de fa& de
inseminación significativamente mayor en el grupo control, que no resulta relevante en
los resultados de este estudio.
La media de duración en días de la estimulación ovárica fue similar en ambos grupos,
pero se pautaron dosis medias de gonadotropinas superiores en el grupo control. Esto se
debe probablemente a la inclusión en el grupo control de pacientes con menos riesgo de
h & & & w & ~ y menor reapuesta al tratamiento de estimdaci6n.
La media de la concentración sérica de estradiol, el día de la aplicación de la hCG, fue
superior a 3500 pg/mL en las pacientes hiperestimuladas y resultó estadísticamente
significativo respecto al grupo control.
En los resultados obtenidos en el laboratorio de FIV, en el grupo de pacientes
hiperestimuladas se recuperaron un número medio mayor de ovocitos, 21 frente a 16. El
resto da va&Ws esnufiadas nos mostrarÚn dos - S no kterogbe05.
5.2. Determinación de los niveles séricos de caderina EV
Se ha - O la evolución de 10s niveles seiicos de c a d e h EV (n&i~m~)\ a lo iargo .,%-;+..d&
Ics cinco pn io i de control descritas en el apartado de materiales y m&tod~~. -q~. ~l&~
se ha empleado el análisis de la covarianza, considerando como nivel basal la
concentración de caderina EV el día de la punción folicular.
La Tabla VI resume los hallazgos y significacih de la diferencia, demosühkxe que
sin que tuya bekqmeidad bbar, se identificm niveles dnoos mayores de caderina
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EV en el momento de la transferencia embrionaria (p = 0.016), en el control realizado
en el día + 6 (p = 0.001) y en el control realizado en el día + 9 (p = 0.036). El día de la
determinación de 0-hCG se detecta la misma tendencia (p = 0.097), aunque no de forma
estadísticamente significativa.
Tabla VI. Concentraciones séricas medias de caderina EV en las pacientes con SHO
temprano y en los controles en cada uno de los puntos estudiados. Los valores son la
media ± desviación estándar (DE). Los valores de la caderina EV se expresan en ng/mL.
Punción
Transferencia
Día+ 6
Día+ 9
P-hCG
Grupo control
n
17
15
26
23
7
Media
1.13
0.88
1.01
0.94
1.05
DE
0.47
0.28
0.32
0.21
0.22
SHO temprano
n
9
7
7
9
5
Media
1.45
2.50
3.23
2.64
2.74
DE
0.47
2.41
3.00
3.80
2.48
P
0.112
0.016
0.001
0.036
0.097
Comparado con los controles, las pacientes que desarrollaron el SHO temprano severo
tuvieron concentraciones séricas de caderina EV significativamente mas altas (Fig. 22).
Los valores descendieron a partir del día +• 6, coincidiendo con la mejoría clínica de las
pacientes, pero no llegaron a alcanzar niveles normales el día de la determinación de la
P-hCG, momento en el cual las pacientes hipercstimuladas suelen presentar una
remisión casi total de los síntomas y signos del síndrome.
1
l ! 2
^ .
± * Éf
t
o 0
Punción Transferencia Día+ 6 Día+ 9 $-hCG
Evaluación
^^a—Control — ^ S H O temprano
Figura 22. Evolución de las concentraciones séricas de caderina EV. * p < 0.05
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5.3. Correlación entre los niveles séricos de estradiol (el día de la aplicación de la
hCG) y las concentraciones séricas de caderina EV
La correlación estadística entre el nivel sérico de estradiol, el día de la inducción de la
ovulación con hCG, y las concentraciones séricas de caderina EV en todos los
momentos fiie calculada mediante el coeficiente de correlación de Pearson.
Se observó una correlación estadísticamente significativa entre la concentración de
caderina EV el día + 6 del seguimiento y el nivel sérico de estradiol, el día de la hCG
(Tabla VII y Fig. 23). En el resto de los momentos no se comprobó significación
estadística, pero sí la tendencia positiva que a mayor nivel de estradiol se observa mayor
concentración de caderina EV,
Tabla VII. Correlación entre las concentraciones séricas de caderina EV y los niveles
de estradiol. r = r de Pearson.
Momento
Punción
Transferencia
Oía + 6
Día + 9
P-hCG
r
0,314
0,350
0,621
0,315
0,643
P
0.155
0,155
0,001
0,102
0,062
TÍA
(pg/mL)
s » t
o
o o ^ '•
°B ' —
o o
r = 0,621
P < 0,001
_—
Concentración de caderina EV (ng/mL)
Figura 23. Correlación entre las concentraciones séricas de caderina EV el día + 6 y los
niveles séricos de estradiol (pg/mL), determinados el día de la administración de hCG.
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5.4. Correlación entre el número de ovocitos recuperados y las concentraciones
séricas de caderina EV
Ai iguol que en el punto anterior, se estudití si existía alguna cwrelacibn entre lh
a m c m t m i h &rica de cadtrina EV y el nírmem de m i t o s r - o s el día de la
puncf6n f o i i d u .
No se observó correlación en ninguno de los momentos estudiados (Tabla VIII). De
estos resultados se puede concluir que la concentración sérica de caderina EV no está
directamente relacionada con el número de ovocitos aspirados.
Tabla VIII. Correlación entre la concentración sérica de caderina EV y el número de
ovocitos aspirados, r = r de Pearson.
Momento
Punción
Transferencia
Día + 6
Día+ 9
p-hCG
r
0,081
0,312
0,237
0,026
0,301
P
0,630
0,088
0,126
0,866
0,197
5.5. Asociación entre los niveles de caderina EV y el desarrollo de SHO temprano
En un análisis de regresión logística univariante, se ha identificado una asociación entre
el v & x de & m EV an e1 mcñto de la p i ó n y el daiam110 de SHO temprano,
s w i q u e m de Errrma &ad&mtc significativa (OR = 4.33; p = 0,118)
-
 Es & i r ,
a m q w p u w o que existe uoa tenden~a, m, se ha podido denmmu que La
themm&n de atderim EV el dfa de la puncih siwa como valw pmdsrico de
desarrollo de SHO temprano.
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6. SÍNDROME DE HIPERESTIMULACIÓN OVÁRICA TARDÍO
6.1. Características de las pacientes del grupo de estudio y control
Tabla IX. Características clínicas y demográficas de las pacientes
Variable
Edad media
Duración de la esterilidad (años)
IMC (kg/m2)
Causa de infertilidad:
- Factor masculino
- Fdio de ízmmhcí6n
- SOP
- Tubárica
- Endometriosis
- Origen desconocido
Edradiol @g/&)
T a & wár im medio (mm)
Ascitis
Embriones transferidos
Gestaciones
Gemelares
SHO tardío
<n = 8)
31.8 ±0.5
2.3 ±0.7
23.3 ±0.4
2(25)
2(25)
1(12,5)
1 (12,s)
2(25)
0(0)
3844 2 299
69.3 A 2.7
8Ci(@)
2.4 f 0.3
S(100)
4[SO)
Controles
(n = 6)
33+0.8
2.6 ± 0.4
25.2 ±0.5
0(0)
O(O)
2 (333)
O(O)
4 (66,6)
a(0)
171 h 15
29.2 i 1.5
(@)
2.1f0.3
6(lM)
2 (33.33
P
0.105
0.234
0.456
0.324
0.324
0.145
0.324
0.049
0.345
0,001
0.001
0.001
0.267
0.667
0.181
Nota: Los valora se presentan comQ da f errar es thhu o nP (Ob~)t
Las características de las participantes estudiadas para el SHO tardío se resumen en la
Tabla IX. Se ha marcado con estilo negrita aquellas variables que resultaron
estadísticamente significativas. Los dos grupos no fueron heterogéneos para la edad
media de las pacientes, el índice de masa corporal (IMC) y años de duración de la
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Los dos grupos no fueron heterogéneos en el diagnóstico de la causa de la esterilidad,
salvo un número de casos clasificados con el diagnóstico de endometriosis
significativamente mayor en el grupo control, que no resulta relevante en los resultados
de este estudio.
La media de las concentraciones séricas de estradiol fue superior a 3500 pg/mL en las
pacientes (medido el día de la inducción de la ovulación con hCG) y resultó
estadísticamente significativo respecto al grupo control (medido el día del control
ecográfico del endometrio). Se debe aclarar que el tipo de tratamiento empleado en el
grupo control (pacienta w m d a s r mi @iclo de á m & n de cwcitos) precisa de la
inhibicibn transitoria de la funcidn ovárica ya que puede influiz m @ m m n t e en la
preparación endometrial. Esto justifica los niveles bajos de estradiol observados en el
grupo control.
Desde el punto de vista clínico, y como era de esperar, se observaron diferencias
estadisricas en cuanto rrl tatiriirriglo o'8iirjcs medio y a L existencia de 88citis.
En los resultados obtenidos en el laboratorio de FIV, el número de embriones
transferidos, la tasa de gestación y de embarazos múltiples nos mostraron dos grupos no
heterogéneos.
6.2. Determinación de los niveles séricos de caderina EV
Se ha analizado la evolución de los niveles séricos de caderina EV (ng/mL) a lo largo de
los tres puntos de control descritos en el apartado de materiales y métodos. Para ello se
ha empleado el análisis de la covarianza, considerando como nivel basal la
concentración de caderina EV el día de la determinación de p-hCG en sangre.
La Tabla X resume los hallazgos y significación de la diferencia de cada uno de los
momentos estudiados. Se observa que no hay diferencias significativas, aunque los
valores en el grupo de SHO tardío son más altos que en los controles.
La no significación estadística se puede justificar por el número de casos incluidos en
los dos grupos.
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En la Fig. 24, se puede observar la evolución de los valores de caderina EV en los dos
grupos. Aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas, sí se puede
comprobar que las pacientes que desarrollaron síntomas y signos compatibles con SHO
tardío, tuvieron concentraciones séricas mayores de caderina EV que las observadas en
el grupo control.
Tabla X. Concentraciones séricas medias de caderina EV en las pacientes con SHO
tardío y en los controles en cada uno de los puntos estudiados. Los valores son la media
± desviación estándar (DE). Los valores de la caderina EV se expresan en ng/mL.
P-hCG
Ia semana
2a semana
3a semana
Grupo control
n
4
4
5
4
Media
0.82
1.20
1.01
1.29
DE
0.05
0,61
0.42
0.67
SHO tardío
n
8
4
5
4
Media
2.04
2.50
3.16
2.26
DE
2.11
0.67
3.21
2.18
P
0.287
0.648
0.177
0.427
P-hCG 1a semana 2" semana 3" semana
Evaluación
•Control •SHO tardío
Figura 24. Evolución de las concentraciones séricas de caderina EV.
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DISCUSIÓN
Discusión 118
a) De los factores implicados en la fitopatología del síndrome de hiperestimulación
ovárica
En el síndrome de hiperestimulación ovárica, los mecanismos fisiopatológicos que
desencadenan los síntomas clínicos característicos resultan desconocidos. Se ha
demostrado la existencia de varios factores de riesgo, y se sabe que su desarrollo es
autolimitado en el tiempo. Aunque se desconoce con exactitud su físiopatología, se sabe
que se relaciona con la liberación de sustancias vasoactivas que actúan sobre las células
endoteliales [16], Como consecuencia de esta acción, se incrementa la permeabilidad
capilar sistérnica, permitiendo el paso de un exudado rico en proteínas, que crea un
tercer espacio. La clínica de este síndrome se describe por la aparición de edemas,
ascitis, derrame pleural y pericárdico, desequilibrio hidroelectrolítico, depleción
intravascular, hemoconcentración, fenómenos tromboembólicos y afectación de los
órganos sensibles a la hipovolemia. Este síndrome puede llegar a poner en peligro la
vida de la paciente como ya describieron Balasch et al [10] y Fábregues et al [ [64, 69].
Aboulghar [14] observó que las concentraciones séricas de estradiol son un buen
marcador predictivo del desarrollo de SHO, pero por sí solo el estradiol no es capaz de
iniciar este síndrome. Sin embargo, tras la inducción de la ovulación con hCG se
desencadenan los síntomas y signos característicos, en aquellas pacientes de riesgo.
Gómez et ai [119] demostraron en un modelo animal que la sustitución de hCG por LH
mantiene la tasa de ovulación y disminuye la permeabilidad vascular, evitando los
riesgos de esta enfermedad. Manau et al [121] confirmaron en pacientes sometidas a
ciclos de FIV, que el empleo de LH en lugar de hCG para la inducción de la maduración
folicular y su luteinización mantiene los mismos resultados en cuanto a tasa de
ge~tadb (QOn). a i cambioI cn el ~mpo tratado coa LH se obrervb un menm
porcentaje de cambios en la presión arterial media, en el gasto cardiaco, en la resistencia
vascular periférica y en las concentraciones plasmáticas de aldosterona, norepinefrina y
actividad plasmática de la renina. Estos trabajos confirman el papel preponderante de la
hCG como desencadenante principal del SHO.
Hazzard et al [30] demostraron que tras la administración de hCG se produce un
incremento significativo en las concentraciones séricas de VEGF, sugiriendo el papel
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que ejerce la hCG / LH sobre las células de la granulosa luteinizadas en la síntesis y
secreción de VEGF. El aumento en la concentración de VEGF y otras citoquinas, como
la 1L-6, en las pacientes, con o sin SOP, que desarrollaron un SHO fue confirmado por
Pellicer et al [15]. Posteriormente, Manau et al [55, 56] observaron que las pacientes
sometidas a ciclos de FIV que no desarrollan un SHO presentaron cambios
hemodinámicos durante la fase lútea, pero no se demostraron modificaciones en las
concentraciones circulantes de las citoquinas implicadas en el SHO, como el VEGF. Por
tanto, el VEGF es un factor implicado directamente en la fisiopatología del SHO, que
no se modifica de forma significativa a no ser que la paciente desarrolle los síntomas y
signos de este síndrome.
Gómez et al [32] emplearon un modelo in vivo con ratas hiperestimuladas y probaron
que el VEGF es producido, expresado y secretado en el ovario y produce el aumento de
la permeabilidad vascular en respuesta a la aplicación de hCG. Estos autores
demostraron la existencia de concentraciones elevadas de VEGF tanto en las células de
la granulosa luteinizadas como en el endotelio del cuerpo lúteo.
Los animales ovariectomizados tratados con gonadotropinas y hCG no mostraron
cambios en la permeabilidad vascular. Este hecho confirma el origen ovárico de las
isoformas 120 y 164 del VEGF y que la participación del tejido ovárico es
imprescindible para el desarrollo de este síndrome. Estos mismos autores observaron
que tras la un ik d & . g p i $ r & i c o (W5416) en el receptor-2 del VEGlF d t l a n
los síntomas vasculares desencadenados por la hCG.
Posteriormente, Balasch et al [31] demostraron en pacientes sometidas a estimulación
ovárica para un ciclo de FIV por factor masculino, que la mayor producción de VEGF se
origina a nivel folicular, ratificando el origen ovárico de este factor de crecimiento.
También confirmaron que el VEGF es secretado activamente tanto por las células de la
granulosa luteinizadas como por los macrófagos foliculares y señalaron que está producción
aumentaba progresivamente en las primeras 48 horas tras el estímulo con hCG. Es decir, el
incremento del VEGF coincide con el desarrollo relativamente inmediato del SHO precoz,
tras la administración de la hCG,
Durante el SHO, no sólo se produce la secreción de esta citoquina, igualmente aumenta
la expresión de su receptor-2, como ya publicaron Gómez eí al [33]. El receptor del
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VEGF incrementa la permeabilidad capilar y favorece la salida de líquido rico en
proteínas al tercer espacio. También induce la proliferación de las células endoteliales y
la angiogénesis in vivo.
Basándonos en estos trabajos, el VEGF puede ser considerado como el mediador
sistémico de la hCG a través de su mecanismo de acción sobre el endotelio, y este
hecho puede explicar las manifestaciones clínicas descritas en el SHO, como la ascitis y
el derrame pleural. Por tanto, decidimos emplear este factor de crecimiento, junto al
estradiol y la hCG como estímulos de los cultivos en monocapa HUVEC y estudiar in
xitro su influencia sobre la modificación y secreción de la fracción soluble de la
cadeaana EV.
b) De la implicación del VEGF en el origen de la ascitis y derrame pleural durante
varios procesos ovárícos
Líquido peritoneal durante la ovulación
En mujeres normovuladoras, el volumen de líquido peritoneal es mínimo al inicio de la
fase proiifim&a y va a~~entmh hasrta el momento de la OVUIaci~ Tras b o - i
se produce un incremento brusco que persiste durante la fase lútea, disminuyendo al
comienzo de la menstruación.
La angiogénesis esta implicada durante todo el ciclo ovulatorio (tanto en la fase
folicular como en la fase lútea). El VEGF se produce en las células de la granulosa y en
las células de la teca luteinizadas [262]. En el momento de la ovulación, con la ruptura
del folículo, una gran concentración de VEGF entra en la cavidad peritoneal. También
se ha demostrado la producción de VEGF en el cuerpo lúteo intensamente vascularizado
tras la ovulación.
Tumores malignos
La acumulación masiva de ascitis en tumoraciones malignas intraabdominales es una
causa de morbi-mortalidad en los pacientes. Son varios los procesos que pueden
intervenir en la fisiopatologia de esta ascitis:
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- La obstrucción del drenaje linfático diafragmático por las células tumorales.
- El incremento de la angiogénesis sería el responsable, dado que se ha observado un
aumento en la neovascularización peritoneal durante el desarrollo de determinados
tumores. Además, determinados inhibidores de la angiogénesis reducen la
formación de ascitis a través de la inhibición de la proliferación vascular.
El aumento de la permeabilidad de los capilares del peritoneo a través de la acción
del VEGF, que se ha demostrado aumentado en el líquido peritoneal de
determinados rumores. Yoneda et al [263] demostraron que la formación de
ascitis en los carcinomas de ovario esta directamente relacionada con la expresión
de VEGF y la supervivencia inversamente asociada a la expresión de IL-8.
Luo et a! [264] examinaron la expresión de VEGF en trece tumores productores de
ascitis en ratón (cinco sarcomas, dos linfomas, una leucemia, un mastocitoma y un
plasmocitoma) y demostraron que la forma biológicamente activa de VEGF se
acumulaba en la ascitis de los trece rumores (6-850 ng/ml). Las concentraciones de
VEGF eran significativamente más elevadas en los sarcomas y en los carcinomas que en
los linfomas u otros tumores hematológicos (430 ± 234 vs 19.2 ± 10.5 ng/ml,
respectivamente). Se aislaron dos isoformas activas, la 164 y la 120 (ya comentadas en
el SHO), y la menos abundante fue la 188.
También estos mismos autores comprobaron como el bloqueo con anticuerpos anti-
VEGF suprime la formación de ascitis en los carcinomas y en los sarcomas, pero no
tanto en los linfomas, siendo en los dos primeros en los que se había demostrado que
producen mayores cantidades de VEGF. La ascitis de los linfomas y las leucemias
quizás esté más relacionada con el bloqueo linfático y no tanto con el VEGF secretado
en estos procesos.
Zebrowski et al [265] investigaron el papel del VEGF en la ascitis de 25 pacientes con
carcinomas gástricos (n = 6), de colon (n = 7) y ovario (n = 12) y estudiaron la
permeabilidad de cultivos celulares en monocapa de HUVEC sometidos al estímulo con
estos líquidos ascíticos. Estos autores confirmaron niveles elevados de VEGF en la ascitis
de procesos malignos comparado con la ascitis de procesos no malignos como la cirrosis
y el líquido cerebroespinal. Los niveles de VEGF en carcinoma de ovario, gástrico y de
colon se incrementaron 45, 23 y 12 veces, respectivamente, comparados con los niveles
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de la ascitis cirrótica. El líquido ascítico maligno de pacientes con carcinoma de colon y
gástrico incrementaron la permeabilidad de los cultivos en monocapa HUVEC en todos
los casos y fue neutralizada cuando se emplearon anticuerpos anti-VEGF.
La neoplasia maligna que clásicamente se caracteriza por la ascitis es el carcinoma de
ovario. Los niveles intratumorales, en ascitis y séricos de VEGF están relacionados
directamente con el potencial maligno del tumor como demostraron Yamamoto et al
[266], Las concentraciones más elevadas fueron detectadas en los tumores de células
claras con i m w & peritoneal. El VEGF se relaciona d i m t a m a b cm las tasois de
supervivoeci8~. ~ i f i c m m t e d 7 W de la pacientes m mas de 500 ml de ascitia
tenían niveles de VEGF altos en el tejido tumoral frente al 45% de las pacientes con
menos de 500 mi de ascitis.
En resumen, la angiogénesis esta estrechamente relacionada con la acumulación de
líquido peritoneal en varios procesos fisiológicos asociados con el ciclo ovulatorio y
con el desarrollo de ascitis maligna, sobre todo en el carcinoma de ovario avanzado. El
tratamiento de la ascitis de los procesos tumorales continua siendo frustrante, basado
únicamente en tratamientos sintomáticos como la paracentesis y los diuréticos. Diversas
terapias antíangiogénicas, basadas en la inhibición o bloqueo del VEGF, se encuentran
en estudio [267, 268], y quizás puedan ser aplicadas sobre todo en aquellos casos de
carcinomas de ovario sin respuesta a los tratamientos convencionales.
Síndrome de hiperestimulación ovárica
Se desconoce si el origen de la ascitis en el síndrome de hiperestimulación es ovárico,
Schenker et al [61] demostraron mediante el empleo de un colorante, que el incremento
en la permeabilidad capilar a nivel de los ovarios es el responsable de la ascitis. Otros
I o omo C b et d [269], ap~ysron a ta hipbtmis dado el alto contenido enhormonas corno estradiol, progesterona y testosterona que se puede determinar en elliquido ascítico y en el derrame pleural en comparación con el suero, en las pacienteshiperestimuladas. Sin embargo, Yarali et al [60] extraperitonealizaron los ovarios de
conejas en una localización subcutánea y no observaron disminución en el volumen del
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líquido ascítico, tras inducir el desarrollo de un SHO. Este trabajo sugiere un origen
peritoneal y no oválico, indicando que el paso a través de la serosa extraovárica es el
prbcipa1 rcqmmble de la mitis.
P e b e r et d [13] amoritmon que [a asMtis y d demme p l d apecen como
respuesta del sistema vascular a un mediador sistémico. El mediador de la hCG en el
Lbol viscubr puede s p el VEGF, ya que sus niveles m plasma se elersn ripidamnd
t la m l s h - " de bCG, en pacientes con riesgo de desmollar un SHO. Esta
rápida respuesta sistémica actúa directamente sobre el endotelio vascular, es decir, su
nmmhm de hicio puede ser ovgrico, pero en su demmllo w implica todo el grbol
vascular, favoreciendo la producción de ascitis, edema y derrame pleural. Después se
perpetúa por el incremento de otras moléculas como la IL-6 y diversos esteroides
gordale%, tras el estimulo cr6nico de la hCG o incluso del VEGF [M].
Gómez et al [32] estudiaron el aumento de la permeabilidad sistémica en ratas
hiperestimuladas y demostraron que la presencia del ovario es imprescindible para el
desarrollo del SHO, ya que las ratas ovariectomizadas no desarrollaban estos síntomas.
Al igual que se demostró en el cáncer de ovario productor de ascitis, el empleo de
inhibidores sintéticos del VEGF revierte los síntomas y signos en estos animales.
Todos estos trabajos apoyan la existencia de uno o varios mediadores sistémicos con
capacidad para unirse y ejercer su mecanismo de acción sobre el endotelio vascular
sWcm, y p r & & h e n t c el más impwímte de t & ellos sea el VEGF. Estos
factores actúan a nivel de todo el sistema vascular, dañando el endotelio y también
favoreciendo los procesos trombóticos descritos en este síndrome, como por ejemplo el
factor tisular de los monocitos, que se encuentra elevado en estas pacientes [270]. Por
tanto, en el SHO se ve afectado todo el endotelio vascular y no sólo la vascularización
oválica o peritoneal. Se trata de una alteración de la permeabilidad generalizada, no
limitada al tejido ovárico, que es el órgano inicialmente afectado durante la
estimulación ovárica e inducción de la ovulación.
Basándonos en estos trabajos, decidimos estudiar como el VEGF modifica la morfología
celular y afecta a la permeabilidad funcional de los cultivos en monocapa de HUVEC, a
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las mismas dosis que habíamos demostrado se incrementaba la secreción de la fracción
soluble de la caderina EV.
Otros autores, como Balasen et al [21, 23] explicaron la fisiopatología de la ascitis y
derrame pleural del SHO desde otro punto de vista, no basado en la acción periférica de
citoquinas procedentes del ovario. La marcada vasodilatación arteriolar periférica podría
ser el evento que explicaría este síndrome. Esta vasodilatación altera la hemodinámica
microvascular y la permeabilidad. Cuando se produce esta disftinción circulatoria se
ponen en marcha los mecanismos vasoconstrictores endógenos y se favorece la
retención de agua y sodio. Por tanto, la retención de agua y sodio es la causa de la
a i t i s y no la conmuench en el SHO grave. Y esto, justificada el empleo de f h m m s
natriuréticos en estas pacientes para mejorar su sintomatología.
Podemos concluir, que la fisiopatología compleja de este síndrome no nos permite
explicar la sintomatología desde un único mecanismo patogénico. Quizás la
participación de diversos factores y mecanismos de regulación de la circulación
expliquen esta enfermedad, y lo que es más importante, nos permita diseñar la
terapéutica más eficaz para contrarrestar la ascitis, el derrame pleural y la vasodilatación
que ponen en peligro la vida de la paciente.
c) Del papel del endotelio vascular en la fisiopatología del síndrome de
hipemdmol aci6n
La capa de células endoteliales de los vasos sanguíneos limita el paso de proteínas
plasmáticas y células circulantes entre la sangre y los tejidos próximos [149],
participando en los procesos en los que aumenta la permeabilidad vascular. Esta función
es finamente regulada por dos sistemas diferentes [150]:
- El sistema transcelular que permite el paso de solutos plasmáticos a través del
citoplasma de la célula endotelial, gracias a la acción de sistemas vesiculares
regulados por organelas citoplásmicas.
- El sistema paracelular que controla la permeabilidad endotelial para las células
circulantes y las proteínas plasmáticas, a través de las uniones intercelulares y a
la matriz extracelular. Aparte de su papel en la formación de uniones, cada vez
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se observa mayor evidencia que sugiere que dichas uniones pueden transferir
señales celulares y ser responsables de la inhibición del crecimiento celular y la
polaridad celular.
Las uniones entre las células endoteliales son estructuras complejas formadas por
diferentes moléculas de adhesión [151] corno las uniones comunicantes o gapjunctions,
las uniones estrechas o tight juncñons y las uniones adherentes o adherens junctions
(AJ). Todas estas estructuras están formadas por proteínas transmembrana específicas,
en las cuales su región extracelular favorece la adhesión homotípica intercelular y su
región ¡ntracitoplasmática se une al citoesqueleto.
Las AJ están situadas a lo largo de todo el árbol vascular y están formadas por proteínas
transmembrana pertenecientes a la familia de las caderinas [159]. Las células
endoteliales expresan una caderina específica llamada caderina del endotelio vascular
(caderina EV) o caderina 5 [160]. Como otros miembros de esta familia, la porción
intracelular se une a tres proteínas citoplasmáticas denominadas cateninas: [i-catenina,
plakoglobina y pl20. La p-catenina y la plakoglobina se unen a la a-catenina, que
favorece el anclaje a los filamentos de actina del esqueleto celular. Aunque el
dominio extracelular de la caderina EV es necesario para la adhesión celular, la
asociación intracelular a las cateninas y al citoesqueleto es necesaria para la
estabilización del complejo y para el control de la permeabilidad [163].
Los mecanismos responsables de la regulación de la permeabilidad vascular no están
completamente aclarados. Se ha comprobado que el VEGF induce fenestraciones, las
q a h p M u u e a ~ implicada~ en la modulaci6n de dicha permeabilidaci.
A h d v m m i e , el VEGP pude acrusr sobre las uniones inte~elulws, que limitan BL
flujo paracelular entre las células endoteliales [167].
La caderina EV se expresa selectivamente en las células endoteliales. Se ha demostrado
su importancia en la regulación de la penneabilidad, migración y formación de nuevos
vasos sanguíneos [208]. También se ha podido comprobar que !a fosforilación de los
residuos tirosina de la caderina EV, pl20 y p-catenina inicia la pérdida de confluencia
celular y favorecen la migración celular [166].
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Previamente, se sabía que el incremento en la fosforilación de los residuos tirosina en
las uniones intercelulares y en los contactos de las células endoteliales con la matriz
extracelular se correlaciona con fenómenos biológicos como la migración celular, la
motilidad celular y la siembra rnetastásica de las células tumorales [209,210,21 lj.
E s m et d [t67] dwnostcaron por pñmera vez la relacih entre el VEGF y la derina
EV. Sobre cultivos HUVEC, observaron un incremento significativo en la fosforilación
de las m i b s t i m b a de divemos c o q m m k s de las uniones adherentes tras el
atúnulo cm VEGF. En concreto, observaron esta fdrilaciún sobre la & m i r a EV
~
 @-
catenina, plako~ogim, p120 y PECAM. Esa f 0 5 f ~ c i h de las protehas
t n n s m m i k a i se mc ib cm la pbdida de integridad de Ias uniones intmchilares
El VEGF estimula la migración celular y la permeabilidad. Parece que la fosforilación
de los residuos bias de la faeodd EV, por parte del WGF, puede esta ~ ~ ~ t l f e
relacionada con los cambios que se producen en la adherencia celular durante estos
procesos, y que finalmente se traducen en un incremento de la permeabilidad vascular.
El trabajo publicado por Esser et al [167] que relaciona directamente la acción del
VEGF sobre la caderina EV, permite conocer a través de qué mecanismo celular directo
se podría explicar el aumento de la permeabilidad vascular. Por tanto, en nuestro trabajo
se decidió estudiar si el VEGF, que ya se había demostrado implicado en el SHO, era
capaz de modificar tanto in vitro como in vivo la estructura de una proteína
transmembrana como la caderina EV, una de las responsables del control de la
permeabilidad endotelial.
d) Del modelo in vitro del síndrome de hiperestimulación oválica
Esta b m t i g d n fue diae~a psrs entender los mecanismos biquimicus'- y
moleculares implicados en el SHO. Para ello, en una primera aproximación, se diseñó
un modelo in vitm empleando cultivos celulares procedentes del mdot6lio dt la vena
loibilfoal d c & e a humanos. La trascendencia de los msdtados obtmidos este
limitada por los siguiente factores:
-Discusión 127
- Se trata de un modelo in vitro.
- Las células endoteliales de cordón umbilical no están directamente implicadas
en la patogénesis del síndrome de hiperestimulación.
- Los estímulos empleados en los cultivos superan las concentraciones
fisiológicas.
Respecto a los cultivos celulares escogidos, el modelo ideal serían las células provenientes
del endotelio de los vasos oválicos de pacientes sometidas a tratamientos de FIV [248,271 ],
pero se descartó este cultivo celular dada la dificultad para la reproducción de este modelo.
Las células de los cultivos primarios HUVEC fueron aisladas de cordones umbilicales y
este modelo ya ha sido validado por otros autores [167]. Si consideramos que todo el
endotelio puede estar implicado en la patogénesis del SHO [272], podemos considerar que
cultivos de HUVEC son válidos para nuestros experimentos.
La segunda crítica es el empleo de estímulos a concentraciones suprafisiológicas de
estradiol, hCG y VEGF. Esto es cierto para dosis de estradiol de 103 mol/L que
produjeron graves alteraciones morfológicas en la monocapa, compatibles con un efecto
tóxico, al igual que se observaron alteraciones celulares con concentraciones de 1000
pg/mL de VEGF. Pero esto no es así para la hCG, ya que 24 horas tras la administración
de hCG se han detectado concentraciones de hCG in vivo entre 100 y 200 Ul [261], muy
próximas a los rangos empleados en los experimentos. Además, se ha observado que
concentraciones superiores a 1000 pg/mL de hCG no han alterado la morfología celular
en los cultivos. Por tanto, podemos deducir que el empleo de dosis suprafisiológicas no
ha influido en los resultados obtenidos ya que los cultivos mantuvieron la morfología
celular comparable con el cultivo control.
Además, con concentraciones más cercanas al rango fisiológico (10 pg/mL de VEGF y
100 UI/mL de hCG) ya obtuvimos diferencias significativas para la concentración
secretada de la fracción soluble de la caderina EV por el cultivo HUVEC.
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e) De la modificación de la caderina EV sometida al estímulo con E2, hCG y VEGF
Con las limitaciones previamente comentadas, se planteó estudiar el comportamiento
del endotelio vascular sometido a los mismos estímulos que intervienen en el inicio y
mantenimiento del SHO.
Ya se ha comprobado m vivo que uno de los principales factores de riesgo para el SHO
es la concentración sérica de estradiol por encima de 3500 pg/mL [85], Sin embargo,
sólo después de la inducción de la ovulación con hCG se desencadenan los síntomas
característicos del síndrome y se incrementa la concentración sérica de VEGF. El
VEGF no proviene exclusivamente de los componentes celulares del folículo ovárico,
ya que Pellicer et a! [13] demostraron que los niveles foliculares de VEGF están
disminuidos en pacientes con riesgo de hiperestimulación.
En primer higar, o b s m m m que el esttridid, como único e8íhu10, no incrementa la
liberación de la fracción soluble de la caderina EV, excepto cuando se emplea una
amcmtmci6n t6xica (loJ moVL). Tde r et d [92) demostnmo que durante la k p x i a
celular se produce un incremento en la liberación tisular de VEGF. Este VEGF,
secretado m la o ehilru, puede explicar el e f m del estradiol a dosis tdxicas
9obire la h i i b n de la c a d & EV, que produce graves altemimes en el cantomo
celular y en la confluencia del cultivo.
Cuando empleamos diferentes concentraciones de hCG, se observó un aumento en la
secreción de la fracción soluble de caderina EV a partir de 100 UI/mL de hCG. Albert et
al [16] demostraron que la hCG induce la secreción de VEGF y favorece la expresión
del receptor-2 del VEGF por parte del endotelio vascular. Estas acciones se producen
pocos minutos después de la adición de hCG al cultivo celular, por tanto, la hCG puede
ejercer una acción indirecta sobre la caderina EV a través del VEGF secretado por las
células del cultivo en monocapa HUVEC.
Los estímulos con diferentes concentraciona de W F produjeron ur~ incremento
significativo de la caderina EV a partir de 10 pg/mL de VEGF, observando graves
alteraciones celulares con concentraciones de 1000 pg/mL, sugiriendo el efecto tóxico
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Bcl vaGF a doás elevadiw. Posteriormente, K c a g w M el cacto aditivo que ejercen
la hCG y el VEGF sobre la caderina EV. Para ello se emplearon dosis que habían
demostrado no ser tóxicas y se pudo comprobar que la secreción de caderina EV es
significativamente mayor cuando se emplean ambos estímulos simultáneamente.
Finalmente, se observó que el efecto producido por el VEGF sobre la liberación de la
fiaccián soluble be GadQina EV fue b ~ ~ tras fa adición del mtic~erpo anti-
VEGF. Este b l a p m d a m e s h el d s m o de acciQn s e i d v o que ejerce el VEGF
sobre la caderina EV.
Estos experimentos inicialmente muestran que el VEGF ejerce una acción directa sobre
el endotelio, a través de la alteración de proteínas de adhesión intercelular como la
c d e h del mhtelio vasdar* La m del cmplejo que permite la unión de esta
proteína de adhesión con el citoesqueleto celular probablemente se altera, y
consecuentemente se reduce la adherencia intercelular y se incrementa la permeabilidad
vascular. Esto se traduce en el incremento de la fracción extracclular de la caderina EV,
que nosotros podemos medir mediante ELISA en el sobrenadante del cultivo celular
HUVEC. Probablemente nuevas estrategias para ta prevención y el tratamiento del SHO
deban prevenir la acción del VEGF sobre el endotelio vascular, neutralizando el VEGF
antes de su unión a las células endoteliales o bien bloqueando sus receptores.
Se confirma que el estradiol no participa aisladamente en la patogénesis del SHO, ya que
sólo tras el empleo de hCG y VEGF se observan cambios en la secreción de caderina EV.
El estradiol, por sí sólo, no altera la estructura de la caderina EV que favorece el aumento
de la permeabilidad vascular. Se ha comprobado que el SHO no se desencadena si se
cancela la administración de hCG [273J. Es más, se ha visto cómo en pacientes con
niveles bajos de estradiol, secundario a un déficit enzimático (la deficiencia de la enzima
17,20 desmolasa), se diagnostica el SHO con ascitis [15]. De este modo, los resultados de
los experimentos in vitro confirman la fisiopatologia del SHO descrita in vivo y validan el
modelo celular empleado para demostrar nuestra hipótesis.
Albost et al [16 &mostraron d papel de la hCG sobre el endotelio vasdar. La hCG
induce k exgm&n del meptor KDR del VEGF (receptor 2 o Flk-1). El meptor-2 está
kspliodo en m re@aci&rn de la permeabiiidid v d w , la angiogencsis y la
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vasculogenesis. Se han estudiado diferentes bloqueantes del KDR en modelos animales
Estos bloqueantes reducen el tamaño tumoral y la ascitis. Aunque los mecanimos que
desarrollan la ascitis sean diferentes en neopíasias y en el SHO, todavía no se había
logrado impedir la ascitis en el SHO a través del sistema VEGF hasta que Gómez et a[
[32] mostraron que un bloqueante del receptor-2, el SU5416, previene los cambios
vasculares en ratas hiperestimuladas.
Este receptor además transmite señales que favorecen el crecimiento celular, la
quimiotaxis y la reorganización del citoesqueleto [214]. Por tanto, el aumento en la
expresión de KDR tras el estímulo endotelial con hCG indica que el endotelio es sensible
a esta hormona y los síntomas observados durante el SHO pueden ser secundarios a la
alteración endotelial ejercida por la hCG.
Los resultados de nuestro trabajo apoyan la hipótesis de la acción ejercida por la hCG
sobre las células endoteliales, probablemente a través del VEGF. Se observa un
incremento en la fracción extracelular de la caderina EV, que puede justificar los
cambios en la permeabilidad vascular. Este hecho puede explicar la clínica de ascitis y
derrame pleural descrita en las pacientes con riesgo de hiperestimulación, tras la
inducción de la ovulación con hCG.
McClure et al [215] demostraron que el VEGF modifica la barrera endotelial durante el
SHO, incrementando la permeabilidad capilar. Kevil et al [274] comprobaron que el
VEGF aumenta la permeabilidad a la albúmina de la monocapa endotelial y sugirieron
que este hecho puede estar producido por la reorganización de las proteínas
transmembrana de las uniones endoteliales como describieron otros autores [275, 276].
Maruo et al [277] analizaron la permeabilidad capilar inducida por la IL-6 y observaron
que los filamentos de actina aparecen alineados irregulármente entre las células.
Finalmente, se producía un cambio llamativo en la morfología del contorno celular y la
formación de pequeños huecos o gaps entre células adyacentes, probablemente como
consecuencia de la reorganización de los filamentos de actina.
Los resultados obtenidos por nuestro trabajo confirman la acción directa ejercida por el
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demostrado que el VEGF produce la alteración de la estructura de la caderina EV,
provocando la liberación de su fracción soluble.
1
f) De la modificación del citoesqueleto tras la alteración de la caderina EV
La integridad del citoesqueleto de las células endoteliales es importante para mantener
la competencia funcional de la barrera endotelial [278].
El aumento de la permeabilidad endotelial al agua y a los solutos depende de los
siguientes factores:
1. La forma y la configuración de las células endoteliales, que está determinada por
las modificaciones de determinados elementos del citoesqueleto, como los
filamentos de actina [279]
2. La formación de huecos interendoteliales tras la desorganización de las proteínas
presentes en las uniones transmembrana del endotelio [277].
Para demostrar estos cambios morfológicos se estudió el esqueleto celular mediante
microscopía de fluorescencia. Para ello, se analizó la distribución de los filamentos de
actina de los cultivos de HUVEC sometidos a los mismos estímulos que incrementan y
bloquean la liberación de caderina EV.
La organización de los filamentos no se altera tras los estímulos con estradiol (a dosis no
tóxicas), cuando se compara con el cultivo en condiciones básales. El tratamiento de la
monocapa con hCG produce la alineación irregular de los filamentos de actina mas
próximos a la membrana celular y en algunas células se observan pequeños cambios del
contomo probablemente secundarios a la contracción de los filamentos del citoesqueleto.
Estos cambios se acentúan en los cultivos estimulados con VEGF o con VEGF y hCG,
observando alteraciones en la organización del citoesqueleto y cambios más marcados
en los filamentos de actina próximos a la membrana celular. Se comprueba la
separación entre las células y alteraciones en el contomo celular con la formación de
huecos en la monocapa HUVEC, que habia conseguido la confluencia.
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Posteriormente, se investigó si los cambios producidos por el estímulo con VEGF
podían ser bloqueados tras la adición del anticuerpo anti-VEGF. Se observó que el
cultivo tratado con VEGF y anti-VEGF presenta tanto la morfología celular como la
disposición de los filamentos de actina similar al cultivo control. Por tanto, los
t tn t icmps ad-vEGF UIhibm el e%m del VEGF y demuestrsn que estos d b
observados son producidos exclusivamente por el VEGF y no por otros sucesos o
estímulos que puedan ocurrir o intervenir durante el cultivo.
Los resultados de estos experimentos permiten llegar a las siguientes conclusiones:
1. El estradiol por sí solo no altera la morfología de la barrera endotelial ni
modifica el citoesqueleto celular, por tanto no parece responsable de los cambios
en la permeabilidad observados en el SHO.
2. La hCG cambia la morfología endotelial y también el VEGF de forma aislada,
pero estos cambios se hacen más evidentes cuando la monocapa es estimulada
con hCG y VEGF juntos. La hCG por tanto podría ejercer su acción a través del
VEGF producido por las células endoteliales.
3. El bloqueo de la acción del VEGF puede ser una alternativa válida para evitar
los cambios producidos por el VEGF y la hCG sobre el endotelio y el aumento
de la permeabilidad vascular en las pacientes hiperestimuladas.
Los resultados de este trabajo han demostrado que la hCG y el VEGF ejercen su
mecanismo de acción sobre el endotelio, a través de su acción directa sobre la caderina
EV, incrementando su fracción soluble en los cultivos tratados con estos dos estímulos.
Tanto la hCG como el VEGF son capaces de reorganizar los filamentos de actina y
alterar el citoesqueleto. Esto provoca la disminución en la adhesión celular y se favorece
la formación de huecos intercelulares, que pueden estar implicados en el incremento en
la permeabilidad endotelial observada en el síndrome de hiperestimulación, tanto in vivo
como in vilro.
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g) Del VEGF como responsable del incremento de la permeabilidad endotelia)
McClure et al [215] comprobaron que el VEGF era el responsable del aumento de la
permeabilidad en el síndrome de hiperestimulación.
Nosotros hemos visto que el VEGF, a las mismas concentraciones que incrementa la
fracción soluble de la caderina EV y modifica el citoesqueleto, es capaz también de
aurrrentar la permeabiiidrid de 1a rnOI l~~ .
En este trabajo, se ha damüztdo que el VeGF i n e ha 20 veces Ixds la
permeabilidad de la monocapa HUVEC para la albúmina marcada con fluorescencia,
cuando se compara con el cultivo en condiciones básales.
El aumento de la permeabilidad puede ser bloqueado eficazmente por los anticuerpos
anti-VEGF, demostrando la especificidad del efecto del VEGF sobre la modificación de
la permeabilidad en el cultivo celular.
Esta acción del VEGF sobre la permeabilidad funcional del cultivo HUVEC es significativa
a las 6 horas del inicio del estímulo en los cultivos celulares y se mantiene a lo largo del
tiempo. La acción ejercida por el VEGF sobre la caderina EV es, por tanto, casi inmediata y
podría explicar el desencadenamiento relativamente rápido de los síntomas de
hiperestimulación en las pacientes, tras la inducción de la ovulación con hCG.
Esta relación directa demostrada entre VEGF y el aumento de la permeabilidad del
cultivo confirman la participación de esta citoquina en el origen y mantenimiento de los
síntomas característicos del síndrome de hiperestimulación.
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h) De la modificación de la caderina EV en el modelo in vivo de hiperestimulación
ovhrfca
En la segunda parte de este trabajo estudiamos cómo la concentración sérica de la
fracción soluble de la caderina del endotelio vascular se modifica en pacientes con el
síndrome de hiperestimulación ovárica frente a un grupo de pacientes no
hiperestimuladas.
Hemos comprobado que las pacientes que desarrollan el SHO temprano grave
presentan valores séricos de caderina EV significativamente más altos y la
concentración sérica más elevada coincide con el momento de mayor expresión de los
síntomas clínicos de este síndrome, es decir, aproximadamente 6 días después de la
punción folicular.
Esta es la primera vez que relaciona el incremento de la fracción soluble de la caderina
EV con el desarrollo de los síntomas del SHO. Evidentemente, se necesitan mas
estudios que corroboren estos resultados y nos permitan entender esta relación dentro de
la fitopatología del SHO. Existen además algunos detalles de este síndrome que nos
pueden llevar a emres:
- Principalmente, se debería descartar la existencia de situaciones individuales que
favorezcan la elevación de esta proteína de adherencia celular como la diabetes
inellitus y la preeclampsia [256,258].
- No se ha estudiado si los niveles séricos fluctúan durante el ciclo menstrual de
forma fisiológica.
- Desconocemos si los tratamientos médicos empleados para estimular e inducir la
ovulación favorecen la liberación de este tipo de proteínas, aunque según los
resultados obtenidos en pacientes sometidas a ciclos de donación de ovocitos sin
estimulación ovárica no lo parece.
• En el SHO se han descrito una serie de cambios hematológicos, como el
aumento del recuento leucocitario y diversas alteraciones en la coagulación.
Estos cambios pueden provocar, por sí solos, la elevación de las citoquinas
circulantes y por tanto inducir la secreción de diversas proteínas transmembrana.
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Es decir, la elevación sérica de la fracción soluble de la caderina EV puede ser el
resultado y no la causa de los síntomas y signos clínicos característicos del SHO,
como la leucocitosis.
- En este estudio se ha medido la fracción libre de la molécula, lo que no permite
valorar por completo la proporción de proteína secretada y probablemente unida
a proteínas transportadoras del plasma. Por eso, resulta difícil cuantificar el
grado exacto de alteración que presenta el endotelio de estas pacientes
hiperestimuladas.
Previamente, Daniel el al [53] demostraron la participación de otras moléculas de las
uniones intercelulares en la flsiopatología y progresión del SHO. Para ello,
determinaron los niveles plasmáticos y en líquido peritoneal de la fracción soluble de la
molécula-1 de adhesión celular vascular (sVCAM-1) y la fracción soluble de la
molécula-1 de adhesión intercelular (sICAM-1). Estos autores comprobaron que la
concentración, tanto en plasma como en líquido peritoneal, eran significamente mayores
en las pacientes con SHO que en el grupo control. De forma similar, Abrarnov era! [52]
demostraron la correlación existente entre las concentraciones plasmáticas de las
proteínas sICAM-1 y selectina-E y los aspectos biológicos y clínicos del SHO grave.
Los niveles de la fracción soluble de la 1CAM-1 disminuyeron significativamente a
medida que se produjo la mejoría clínica de los síntomas. Por el contrario, la
concentración de la selectina-E alcanzó sus valores máximos durante la fase de
resolución del síndrome. El significado de estos resultados no está claro, y la relación
causa-efecto entre estas proteínas de adherencia celular y el SHO no puede únicamente
estar basada en una correlación estadística. Se desconoce la cinética de ambas proteínas
y la proporción de la fracción soluble frente a la fracción no soluble que está afectando a
los tejidos implicados en este síndrome.
Estos resultados demuestran la participación de las proteínas de unión celular en la
flsiopatología del SHO y las modificaciones en su estructura y función pueden explicar
los síntomas desarrollados por estas pacientes, compatibles con el aumento reversible de
la permeabilidad vascular. Estos hallazgos coinciden con los resultados publicados por
otros autores, que sugieren la intervención de las moléculas de adherencia celular en la
fisiología ovárica y su expresión tanto en el ovocito como en las células de la granulosa
[280, 281]. Se ha demostrado la participación de estas moléculas durante la
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foliculogénesis, ovulación, formación del cuerpo lúteo y luteólisis, todos ellos procesos
reversibles. Por tanto, la físiopatología del SHO es una manifestación clínica exagerada
de todos estos eventos que se producen de forma fisiológica en el ovario.
El mecanismo final que induce el aumento de la permeabilidad vascular, por ahora, no
está totalmente aclarado. Podría estar relacionado con la separación de las uniones
intercelulares y los cambios observados en los filamentos de actina del citoesqueleto. O
bien, la fracción soluble de la caderina EV y de otras proteínas transmembrana podría
actuar como un inhibidor natural, compitiendo con las uniones celulares ya establecidas
e impidiendo la función del endotelio, encargado de limitar el paso de proteínas
plasmáticas y células circulantes entre la sangre y los tejidos próximos [149].
Este trabajo también ha demostrado la existencia de una correlación positiva entre la
concentración sérica de caderina EV y los niveles de estradiol, el día de la aplicación de
la hCG. Es decir, que a mayor nivel de estradiol sérico se miden concentraciones séricas
más altas de caderina EV. Aunque los niveles de estradiol por si solos no son suficientes
para predecir la aparición del SHO, son significativamente mayores en las pacientes que
desarrollan SHO comparadas con los controles [85].
Esta correlación no ha podido ser demostrada entre la concentración de caderina EV y el
número de ovocitos aspirados el día de la punción. Probablemente, se deba a que las
pac h ü a de este trabajo tuvieron una media de ovocítos recupemd8s3
de 2 1 2 ± 1,6, justo en el lfmite descrito por Ash ei al 1851 cano marcador de
hiperestimulación.
Por último, se valoró la posibilidad de emplear la concentración de caderina EV el día
de la punción como un marcador de desarrollo de SHO, es decir, demostrar si se puede
emplear como factor de riesgo que permita la identificación de pacientes que se van a
hiperestimular tras la aspiración folicular. Se observó una asociación entre el valor de
caderm;i IV en el momento de la punción y el desarrollo de SHO temprano, aunque no
de forma estadísticamente significativa, quizás por el número de casos estudiados. Es
decir, aunque parece que existe una tendencia no se ha podido demostrar que la
determinación de caderina EV el día de !a punción sirva como valor pronóstico de
desarrollo de SHO temprano.Lües
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Probablemente, estudios posteriores permitan demostrar:
- El valor real de la eaderina EV como marcador de riesgo de hiperestimulación
ovárica.
- El mejor momento para su determinación. Se ha demostrado la relación directa
existente entre el VEGF y la eaderina EV, por tanto su determinación deberá
coincidir con el inicio del aumento de la concentración sérica de VEGF. Se sabe
que el factor desencadenante del VEGF en el endotelio vascular es la hCG, por
tanto la determinación de la fracción soluble de la eaderina EV deberá realizarse
tras la aplicación de la hCG. Esto significa que la cuantificación sérica de la
eaderina EV no permitirá probablemente identificar a las pacientes de riesgo
antes de la inducción de la ovulación con hCG y por tanto, antes de la aplicación
del faebM d a e n - t e del SW-
Su aportación al valor predictivo positivo alcanzado por la combinación del
incremento en la concentración VEGF, el número de folículos medidos por
ecografía, la apariencia eeográfica de ovarios poliquisticos y los niveles de
estradiol. Agrawal et al [90] demostraron que estos factores por separado
presentan un valor predictivo positivo más bajo que si se emplean combinados.
i) De h E#rticfpicibn üe la caüerinn EV m ei SEO trrdio
(amo se ha comentado en la introducción de este trabajo, se describen dos patrones
diferentes en el inicio del SHO: temprano, que se inicia entre los 3 a 7 días después de
la administración de hCG y el tardío, que se inicia pasados de 12 a 17 días tras la
administración de hCG. Esto sugiere que pueden existir dos mecanismos para la
inducción del SHO.
El SHO temprano se produce por el efecto de la hCG exógena empleada para inducir
I SMO tardío se produce por la hCG endógena procedente del sincitiotrofoblasto de la
gestación. Este síndrome se resuelve si la gestación se interrumpe, lo que apoya la
hipótesis de la hCG endógena. Es raro que un SHO tardío se presente de manera primaria;
Discusión 138
es más frecuente que lo haga complicando un síndrome temprano, por lo que algunos
grupos han propuesto que se trata de una misma enfermedad con dos fases; la primera
dependiente de la hCG ovulatoria y la segunda de la hCG producida por el trofoblasto.
Se planteó estudiar el comportamiento de la fracción soluble de la caderina EV en
aquellas pacientes hiperestimuladas que consiguieron la gestación. Para ello se comprobó
la persistencia de los síntomas y signos de hiperestimulacion tras obtener la prueba de
embarazo positiva en sangre (día +12 después de la transferencia embrionaria). Es decir,
todas las pacientes incluidas en el grupo de hiperestimulacion tardía, previamente habían
sido diagnosticadas de síndrome de hiperestimulacion temprano.
En el grupo control, se incluyeron a pacientes gestantes tras un ciclo de donación de
ovocitos, es decir, cumplían la condición de gestación y su función ovánca había sido
inhibida de manera transitoria tras la aplicación mensual de análogos de la GnRH. Este
modelo in vivo permite estudiar el comportamiento de la caderina EV sistémica, ya que
en estas pacientes o bien no hay función ovárica (fallo ovárico precoz, menopausia
quirúrgica) o ésta es frenada farmacológicamente, para evitar la transformación
secretora del endometrio previa a la transferencia embrionaria.
Aunque las diferencias no fueron estadísticamente significativas, sí se pudo comprobar
que las pacientes que desarrollaron síntomas y signos compatibles con SHO tardío,
tuvieron concentraciones séricas mayores de caderina EV que las observadas en el
grupo control.
Estos resultados demuestran el papel de esta proteína transmembrana en el
mantenimiento de los síntomas y signos del síndrome de hiperestimulacion y apoya la
teoría de que el SHO es una misma enfermedad que se desarrolla en dos fases. Para el
desarrollo de la fase tardía se requiere la existencia de una gestación que perpetúe los
síntomas iniciados a los pocos días de la recuperación ovocitaria, es decir, se precisa el
estímulo continuado por parte de la hCG endógena generada en el trofoblasto.
formación del trofoblasto y la invasión de la decidua se acompaña de la expresión de
moléculas responsables de la adherencia celular [282]. Por tanto, durante el primer
trimestre de la gestación todos los factores que favorecen la angiogénesis y
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vasculogénesis embrionaria, entre ellos la hCG procedente del sinciotiotrofoblasto,
probablemente favorecen el mantenimiento de los síntomas del SHO tardío.
Las vellosidades recién formadas al principio de la gestación se caracterizan por una
pared gruesa que permite la invasión del trofoblasto. Pero hacia el comienzo del cuarto
mes, desaparecen las células citotrofoblásticas y la pared de la vellosidad es fina, sólo
formada por el endotelio vascular y el sinciciotrofoblasto, es decir, se produce la
desaparición de todos aquellos componentes celulares que pueden favorecer el estímulo
y la alteración de las proteínas de adherencia endotelial, ya que la invasión trofoblástica
ha sido ya completada [283].
Durante la preeclampsia, el estudio anatomopatológico de la placenta revela las lesiones
endoteliales, la trasudación de los componentes del plasma al interior de las paredes
vasculares, la proliferación de las células de la mtoíntima y la necrosis de la media. Es
decir, cuando la perfusión placentaria está comprometida por el vasoespasmo
característico de esta enfermedad, los síntomas como el edema reaparecen, recordando a
la clínica observada en el SHO [284]. Probablemente, la alteración de las moléculas de
adhesión, secundaria al efecto de las sustancias vasoactivas secretadas durante la
preeclampsia, desencadena los síntomas y signos clínicos que recuerdan al SHO.
La comparación frente a un grupo control sin función oválica se apoya en los trabajos
publicados por Gómez et al [32] que demostraron que los animales ovarieetornizados,
tratados con gonadotropinas y hCG, no desarrollaron síntomas de hiperestimulación.
Pañ tanto, es imprescindible la presencia de fiurcibn ovhrica para el inicio, e l y
mantenimiento de la sintomatología, aunque las sustancias vasoactivas implicadas en el
SI 1O, como el VEGF, ejercen su mecanismo de acción sobre el endotelio vascular de la
scropa p a i t m d [60j y sis€émiw [13,16].
j) De lo que está aún por investigar
Los resultados obtenidos tras la realización de los experimentos in vitro sobre cultivos
HUVEC y la experiencia clínica acumulada, sugieren que el endotelio, junto con la
participación del ovario, son los principales tejidos responsables de los síntomas y signos
observados en el SHO. Albert et al [16] demostraron que la hCG induce sobre el
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endotelio un aumento en la secreción de VEGF y en la expresión del receptor-2 del
VEGF, implicados directamente en la regulación de la permeabilidad vascular, la
angiogenesis y la vasculogenesis. El bloqueo de la acción del VEGF con anticuerpos
específicos previene los cambios inducidos tanto en la morfología celular y el
citoesqueleto, como en el control de la permeabilidad endotelial [32]. Estos resultados
permitirán el desarrollo de nuevas estrategias de tratamiento basadas en el proceso
fisiopatológico de este síndrome y no en los tratamientos empíricos empleados hoy en día.
Los mecanismos responsables de la regulación de la permeabilidad vascular no están
completamente aclarados en el SHO. Esser et al [167] demostraron que el VEGF induce
fenestraciones en la capa endotelial, y éstas están implicadas en la modulación de la
permeabilidad. Alternativamente, el VEGF modifica las uniones celulares implicadas en
el control del flujo paracelular. De todas las proteínas de adhesión celular implicadas en
este proceso, la eaderina EV se expresa selectivamente en el endotelio [160]. Los
resultados presentados en este trabajo indican que el VEGF regula la permeabilidad
d , ea parte a P.tmb de la mortificaciión de la caderina EV. Estos cambios al
la adhesividad celular y secundariamente se incrementa el flujo paracelular y el aumento
de la permeabilidad. Por tanto, durante el SHO se eleva la concentración sérica de
VEGF, la expresión endotelial de receptor-2 y se modifica la estructura de la eaderina
EV provocando la elevación sérica de la fracción extracelular de dicha proteína
transmembrana.
Se ha demostrado que el bloqueo de esta proteína transmembTana induce apoptosis en
las células endoteliales y las inhabilita para el establecimiento de conexiones con el
ambiente celular que las rodea [285]. Por tanto, los esfuerzos en investigación deberán
encaminarse a tratamientos que impidan la unión del VEGF al endotelio, disminuyendo
la concentración sérica de VEGF mediante anticuerpos específicos o inhibidores
naturales. El bloqueo ejercido directamente sobre la eaderina EV puede tener
consecuencias biológicas graves, como se ha demostrado tras el empleo de anticuerpos
anti-caderina EV, que provocan derrame pericárdico y pulmonar [241, 175].
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1. El modelo propuesto para el estudio in vitro de la caderina EV, que emplea
células del endotelio vascular procedentes de vena de cordón umbilical humano,
es un modelo válido, ya que la caderina del endotelio vascular se expresa
selectivamente en las uniones homotípicas de las células endoteliales. Además,
al aislar las células endoteliales de la matriz extracelular y de los componentes
sanguíneos intravasculares (leucocitos, fibrina e histamina) se evita que las
propiedades de las uniones intercelulares pueden estar afectadas por procesos
como la inflamación o la coagulación.
2. El VEGF induce un incremento en la liberación de la fracción soluble de la
cadaha del endotelio vascular, in &m, dbeb cpe m ve potenciado cuaiido se
suma el estímulo de la hCG. Estos hallazgos permiten especular que las
concentraciones elevados de VEGF existentes en el suero de las pacientes
hiperestimnladas van a modificar la estructura de las proteínas de la unión
intercelular, favoreciendo el aumento de la permeabilidad vascular.
3. El estradiol, considerado factor de riesgo pero no desencadenante del SHO, no
induce la liberación de la fracción soluble de la caderina EV cuando se emplea
como estímulo del cultivo primario HUVEC. Este resultado coincide con los
hallazgos observados en la clínica del síndrome de hiperestimulación ovárica,
que cuando los niveles de estradiol son elevados, si no se administra hCG,
generalmente no se desencadena el síndrome.
4. El anticuerpo monoclonal anti-VEGF bloquea la liberación de la fracción
d n b b de la cadePins EV. Esie dsdo abre lo puerta a nuew abndajes
terapéuticos basadas en el proceso fisiopatológico de este síndrome y no en los
tratamientos empíricos empleados hoy en día.
5. El VEOF induee k lihmdi de la cadaiaa del endotelio vascular, por parte &i
nJtivo paiillano HWEC!, dc mtuaet. 8mi inmediata. &o coincide con el inkio
rápido v mantenimiento de ¡os síntomas de hiperestimulación, que se observa a
los 3 días de ¡a administración de la hCG en pacientes con riesgo de
desencadenar el SHO. .
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6. El VEGF induce cambios en la morfología celular y en la organización de los
filamentos de actina del esqueleto celular de la monocapa HUVEC. La
morfología celular se encuentra totalmente alterada, con los filamentos de actina
reorganizados y las membranas celulares contraídas, por tanto el espacio
intercelular es mayor. Esta modificación en el contomo y en esqueleto celular
puede explicar el incremento de la permeabilidad vascular en pacientes
hiperestimuladas.
7. El VEGF induce un incremento significativo de la permeabilidad de la
monocapa HUVEC. Esto sugiere que, efectivamente, la interacción del VEGF
con la caderina EV es capaz de poner en marcha los mecanismos que alteran ¡a
adherencia celular. Por tanto, se modifica la estructura celular,
incrementándose e¡ espacio extracelular y se produce un aumento de la
permeabilidad vascular que origina la ascitis y el derrame pleural.
8. Las pacientes que desarrollan el SHO temprano grave tiene valores séricos
significativamente mayores de la fracción soluble de la caderina EV. La
concentración sérica más elevada coincide con el momento de mayor expresión
de los síntomas clínicos de este síndrome, es decir, aproximadamente 6 días
después de la punción folicular. A partir de este momento, se inicia el descenso
en la concentración de la caderina EV, coincidiendo con la mejoría clínica de las
pacientes. Esto relaciona, por primera vez, la alteración de la caderina del
endotelio vascular con ¡os síntomas del SHO como la ascitis y el derrame
pleural.
9. La liberación de la caderina EV se correlaciona significativamente con los
niveles séricos de estradiol el día de administración de la hCG. Esto confirma el
valor predictivo positivo de la concentración de estradiol como factor de riesgo
de desarrollo de hiperestimulación ovárica.
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10. Se ha identificado la asociación existente entre la concentración de la fracción
soluble de la caderina EV el día de la punción folicular y el desarrollo del SHO
temprano grave, aunque no de forma estadísticamente significativa. Es decir,
aunque parece que existe una tendencia no se ha podido demostrar que la
determinación de caderina EV, el día de la punción, sirva como valor
pronóstico de desarrollo de SHO temprano.
11. Las pacientes gestantes que desarrollan el SHO tardío tienen valores séricos más
elevados de la fracción soluble de la caderina del endotelio vascular, aunque de
fotuta estadísticamente significativa. Probablemente, futuros trabajos que
amplíen el número de casos incluidos permitan demostrar la participación de la
caderina EV en el mantenimiento de los síntomas iniciados tras la punción
folicular y que se observan en algunas pacientes que consiguen la gestación tras
un t&lo de F..
12. Estos hallazgos por un lado explican en parte la importancia que tiene la
caderina del endotelio vascular en la físiopatología del síndrome de
hiperestimulación, pero además pueden ayudar a diseñar nuevas estrategias
terapéuticas para el síndrome de hiperestimulación mediante el bloqueo
selectivo dd VEOF cm iohibidom, o con mtieuerpos d - V E G F , o con
antagonistas del receptor del VEGF si llegamos al perfecto entendimiento de los
mecanismos que inician y mantienen el desarrollo de esta enfermedad.
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CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACIÓN EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACIÓN TITULADO "EL PAPEL DE LA CADEXUYA DEL
ENDOTELIO VASCULAR EN LA FISIOPATOLOGÍA DEL SÍNDROME DE
HIPERESTIMULAC1ÓN OVÁRICA"
El síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO) es un cuadro que aparece en
mujeres tratadas con medicamentos por su esterilidad, como es su caso. Su origen y los
tmcanism por los que se m nos aon tatakmte desconocidos, por 10 quk3
actualmente sólo podemos emplear medidas paliativas que pueden no ser suficientes en
algunos casos.
En un intento por avan2ar en nuestros conocimientos, hemos planeado un
proyecto de investigación en el que pretendemos estudiar si algunas proteínas están
anormalmente elevadas en la sangre de pacientes hiperestimuladas. Por ello,
pretendemos solicitar su colaboración durante su proceso de tratamiento, para avanzar
en nuestra investigación.
Queremos expresar claramente que sólo pretendemos extraer sangre, y de ella
aislar el suero, que será utilizado para determinar el nivel de estas proteínas en él.
Aunque la sometamos a estas extracciones, no necesariamente su sangre será procesada,
pues serán elegidos sólo un número determinado de casos con tal fin.
Igualmente, queremos manifestarle claramente que si en algún momento usted
dPciQEa <pie no desea que su nmtmid bio16gic~ fuera empleado para iawstigacih, o
EL.-4 decidiera salir del estudio, i m W & m m t e este m h destruido sin que por elfo
deban afectarse sus relaciones con el equipo médico que la trata.
Dña y D
mayores de edad, casados, con domicilio en
, con DNI y
MANIFESTAMOS que tras haber sido debidamente informados de la finalidad del
proyecto de investigación:
ACEPTAMOS de forma libre y consciente la extracción de sangre para dicho proyecto
y su utilización para el mismo.
En Madrid, a
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CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACIÓN EN EL PROYECTO DE
INVESTIGACIÓN TITULADO "EL PAPEL DE LA CADERUDA DEL
ENDOTELIO VASCULAR EN LA FISIOPATOLOGÍA DEL SÍNDROME DE
HIPERESTIMULACIÓN OVÁRICA"
El síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO) es un cuadro que aparece en
mujeres tratadas con medicamentos por su esterilidad. Su origen y los mecanismos por
los que se produce nos son totalmente desconocidos, por lo que actualmente sólo
podemos emplear medidas paliativas que pueden no ser suficientes en algunos casos.
En un intento por avanzar en nuestros conocimientos, hemos planeado un
proyecto de investigación. Este proyecto pretende estudiar si algunas proteínas están
anormalmente elevadas en cultivos celulares sometidos a los mismos estímulos que las
pacientes hiperestimuladas. Por ello, pretendemos solicitar la donación del cordón
umbilical con el objetivo de aislar las células que recubren el interior de la vena y poder
así desarrollar los cultivos celulares necesarios para este proyecto. Su colaboración es
fundamental para avanzar en nuestra investigación.
Queremos expresar claramente que sólo pretendemos extraer las células de la
pared venosa (células endoteliales) y con ellas realizar los cultivos celulares. Aunque
done el cordón umbilical, no necesariamente será procesado, pues serán elegidos sólo
un número determinado de casos con tal fin.
Igualmente, queremos manifestarle claramente que si en algún momento usted
decidiera que no desea que su material biológico fuera empleado para investigación, o
usted decidiera salir del estudio, inmediatamente este sería destruido sin que por ello
deban afectarse sus relaciones con el equipo médico que la trata.
Dña y D
mayores de edad, casados, con domicilio en
, con DNI y
MANIFESTAMOS que tras haber sido debidamente informados de la finalidad del
proyecto de investigación:
DONAMOS de forma libre y consciente el cordón umbilical para dicho proyecto y su
utilización para el mismo.
En Madrid, a
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Los resultados preliminares de esta tesis doctoral fueron presentados como póster en el
XXV Congreso Nacional de la Sociedad Española de Fertilidad (SEF), obteniendo
el premio al "MEJOR PÓSTER EN INVESTIGACIÓN BÁSICA".
La Coruña, 13 -15 de Mayo de 2004.
Los resultados preliminares de esta tesis doctoral fueron aceptados y presentados como
comunicación oral en el XIX Congreso de la Sociedad Europea de Reproducción
Humana y Embriología.
Madrid, 29 de Junio - 2 de Julio de 2003.
Los resultados finales de esta tests doctoral fueron aceptados y presentados como
comunicación oral en el XXI Congreso de la Sociedad Europea de Reproducción
Humana y Embriología.
Copenhagen, 20 - 22 de Junio de 2005.
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